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1.1. Inleiding 
 
In dit doctoraatswerk worden twee studies beschreven waarin elementspeciatie door middel van 
capillaire elektroforese (CE) gekoppeld aan inductief gekoppeld plasma - sector veld - 
massaspectrometrie (ICP-SF-MS) centraal staat.  
 
Hoofdstukken 2 t.e.m. 4 beschrijven de gebruikte instrumentatie en het werkingsprincipe ervan. 
De koppeling van CE met ICP-SF-MS vergde de nodige aandacht. De CE-ICP-MS-koppeling 
vertoonde in het verleden een aantal beperkingen. In 1999 werd echter een CE-ICP-MS 
interface (CEI-100, CETAC) op de markt gebracht die 100 % introductie-efficiëntie biedt en 
waarbij de hoge resolutie van CE niet gereduceerd wordt door suctie-effecten afkomstig van de 
verstuiver. Een grondige evaluatie van deze commerciële CE-ICP-MS interface werd dan ook 
uitgevoerd, zoals besproken in hoofdstuk 4. 
 
Een eerste luik van het experimenteel werk wordt beschreven in hoofdstuk 5. Het omvat de 
stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan het Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-
lactamase eiwit met behulp van CE-ICP-SF-MS. De voordelen van CE in vergelijking met 
dialyse als scheidingstechniek worden hier eveneens toegelicht.  
 
Een tweede luik van het experimenteel onderzoek wordt behandeld in hoofdstukken 6 en 7 en 
bestond uit een evaluatie van de mogelijkheden van CE-ICP-MS met betrekking tot chroom-
speciatie. Hoofdstuk 6 beschrijft de detectie van chroomspecies m.b.v. CE-ICP-SF-MS in 
artificieel zweet na incubatie met enerzijds Cr(III)- en Cr(VI)-standaardoplossingen en 
anderzijds leder. Hoofdstuk 7 beschrijft de in vitro permeatie van chroom door varkenshuid en 
menselijke huid als basis voor verder onderzoek naar de chroomspecies die instaan voor de 
uitlokking van chroomallergie. 
 
1.2. Het belang van speciatie 
[Olesik J.W., 1998; Cornelis R., 2000] 
 
De bepaling van de concentratie van één of meerdere elementen bij de analyse van milieu-, 
klinische en biologische monsters is niet alleszeggend. Onderzoek heeft bijvoorbeeld 
aangetoond dat belangrijke verschillen kunnen optreden in de toxiciteit van spoorelementen 
naargelang de specifieke chemische vorm waarin ze voorkomen [Cornelis R., 1994; Sanz-
Medel A., 1998; Templeton D.M., 1999]. Vele organometaalverbindingen zijn meer toxisch dan 
de anorganische vorm(en) van het overeenkomstig metaal. Voorbeelden hiervan zijn 
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methylkwik, triëthyltin en tetraëthyllood. Ook het omgekeerde doet zich voor: As(III) en As(V) 
zijn extreem toxisch voor de mens terwijl de arseenspecies, zoals arsenobetaïne en arseno-
choline, bijna niet toxisch zijn [Cornelis R., 1993]. Ook tussen de anorganische verbindingen 
onderling kunnen grote verschillen in toxiciteit optreden: Cr is een essentieel element voor de 
mens,  waarbij Cr(III) de biologisch relevante vorm is, terwijl zouten van Cr(VI) carcinogeen zijn 
[Templeton D.M., 1998]. De mate waarin metalen getransporteerd worden door de bodem of in 
water is eveneens sterk afhankelijk van de vorm waarin ze voorkomen. Veel aandacht wordt 
besteed aan de metaal-ligand complexering en meer specifiek, de interactie tussen metalen en 
stoffen aanwezig in de mens. In vele gevallen is het begrijpen van deze processen en de 
praktische beoordeling ervan beperkt door een gebrek aan adequate analysetechnieken. Thans 
wordt door IUPAC een officiële definitie aanbevolen waarbij onderscheid wordt gemaakt tussen 
de termen ‘chemical species’, ‘speciation analysis’ en ‘speciation of an element’ [Templeton 
D.M., 2000, Cornelis R., 2000a, Cornelis R., 2000b]. ‘Chemical species’ wordt gedefinieerd als 
‘specific form of an element defined as to isotopic composition, electronic or oxidation state, 
and/or complex or molecular structure’. ‘Speciation analysis’ is de ‘analytical activity of 
identifying and/or measuring the quantities of one or more individual chemical species in a 
sample’ [Lobinsky R., 1999; Templeton D.M., 2000]. ‘Speciation’ wordt gedefinieerd als de 
‘distribution of an element amongst defined chemical species in a system’.  
 
Er bestaat geen universele speciatiemethode waarmee alle - of op zijn minst de belangrijkste - 
speciatieproblemen kunnen worden opgelost. Speciatie gebeurt algemeen met behulp van twee 
complementaire technieken, waarvan de ene een efficiënte scheiding van de betrokken species 
verwezenlijkt en de andere een adequate detectie en kwantificatie toelaat [Vela N.P., 1993a]. 
De bruikbaarheid van twee aan elkaar gekoppelde technieken voor een bepaalde toepassing is 
afhankelijk van het analietelement, de te bepalen species en de specifieke eisen die gesteld 
worden aan de speciatie-analyse. 
 
1.3. Scheidingstechnieken gekoppeld aan inductief gekoppeld 
plasma - massaspectrometrie (ICP-MS) 
 
Het gebruik van scheidingstechnieken gekoppeld aan ICP-MS voor elementspeciatie heeft 
gedurende de laatste jaren veel aan belang gewonnen [Zoorob G.K., 1998]. De on-line 
combinaties van vloeistofchromatografie (LC), gaschromatografie (GC), superkritische vloeistof-
chromatografie (SFC), capillaire elektroforese (CE) en ICP-MS worden aangewend in tal van 
toepassingen. De bedoeling van dit werk was om de mogelijkheden van capillaire elektroforese 
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gekoppeld aan ICP-MS te verkennen binnen de context van biochemische en biomedische 
toepassingen.  
 
Vloeistofchromatografie (LC) is de meest gebruikte techniek voor speciatie met ICP-MS-detectie 
en wordt gebruikt voor de scheiding van ionaire, polaire en niet-polaire componenten evenals 
complexe ionaire en neutrale species. Het is de verzamelnaam voor verschillende technieken 
zoals omkeerfasechromatografie, omkeerfase-ionenpaarchromatografie, micellaire vloeistof-
chromatografie, ionenuitwisselingschromatografie en ‘size exclusion’ chromatografie. De 
koppeling van vloeistofchromatografie aan ICP-MS is relatief eenvoudig. Meestal wordt het 
effluent dat de chromatografische kolom verlaat met een debiet van 0,5 tot 2 mL⋅min-1 naar de 
vloeistofinlaat van de pneumatische verstuiver geleid. Tal van species werden reeds succesvol 
gescheiden en gedetecteerd met LC-ICP-MS. Voorbeelden hiervan zijn de speciatie van As, Cr, 
Sn en Hg [Thompson J.J., 1986; Heitkemper D., 1989; Sheppard B.S., 1990; Larsen E.H., 
1993; Larsen E.H., 1995; Ding H., 1995; Saverwyns S., 1997; Inoue Y., 1999; Atker K.F., 2005; 
Shum S.C., 1993; Tomlinson M.J., 1994; Byrdy F.A., 1995; Zoorob G.K., 1995; Suyani H., 1989; 
Wilbur S., 2004; Bushee D.S., 1988; Bushee D.S., 1989]. 
 
Gaschromatografie (GC) vertoont enkele belangrijke voordelen ten opzichte van LC-ICP-MS. 
Indien de scheiding wordt verwezenlijkt met GC, dan zal de energie van het plasma gebruikt 
worden voor een meer doeltreffende atomisatie en ionisatie vermits bij een droog plasma 
gewerkt wordt (geen desolvatatie vereist). Werken met een droog plasma leidt eveneens tot het 
optreden van minder spectrale interferenties. Bovendien kan een veel betere transportefficiëntie 
(nagenoeg 100 %) naar het plasma bereikt worden met als resultaat extreem lage 
detectielimieten. De koppeling van GC met ICP-MS wordt verwezenlijkt door de GC-kolom te 
verbinden met de binnenste buis van de toorts via een transferlijn. De transferlijn wordt op een 
hoge temperatuur gehouden om te verzekeren dat alle componenten in de gasfase blijven, 
alhoewel sinds recent ook het gebruik van een onverwarmde transferlijn werd geprobeerd 
[Montes Bayon M., 1999]. Fluctuaties in de temperatuur van de transferlijn kunnen de piekvorm 
en de resolutie nadelig beïnvloeden. Vermits capillaire GC-kolommen aangewend worden bij 
een gasdebiet < 5 mL⋅min-1, is bij de koppeling van GC met ICP-MS een make-up gasstroom 
(tot 1 L⋅min-1) vereist om een centraal kanaal in het plasma te genereren. Een van de grootste 
nadelen van GC als scheidingstechniek is de beperking tot vluchtige en thermisch stabiele 
componenten. Daarom is deze methode gelimiteerd tot de speciatie van (i) vluchtige 
organometaalverbindingen zoals organokwik-, organotin- en organoloodverbindingen [Prange 
A., 1995; Jantzen E., 1995; Hintelmann H., 1995; De Smaele T., 1996; De Smaele T., 1998; 
Kim A., 1992a; Kim A., 1992b; Moens L., 1997; Vercauteren J., 2000; Vercauteren J., 2001; 
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Heisterkamp M., 1997] en (ii) seleen [Gallus S.M., 1996]. Bovendien is dikwijls een 
ingewikkelde monstervoorbereiding (met o.m. componentderivatisatie) vereist. 
 
Superkritische vloeistofchromatografie (SFC) heeft potentiële voordelen ten opzichte van LC en 
GC dankzij de eigenschappen van een superkritische vloeistof (vloeistof boven zijn kritische 
temperatuur en druk). Superkritische vloeistoffen hebben een grotere diffusieconstante in 
vergelijking met vloeistoffen wat resulteert in een snellere elutie, samen met een betere 
resolutie voor complexe mengsels [Smith R.D., 1988]. In vergelijking met GC heeft SFC het 
voordeel dat ook thermisch labiele en niet-vluchtige componenten kunnen bepaald worden. Een 
belangrijke eigenschap van SFC is dat, terwijl de scheiding uitgevoerd wordt met de mobiele 
fase in de superkritische toestand, de detectie kan gebeuren na de decompressiezone, waar de 
superkritische vloeistof (mobiele fase) gasvormig wordt. Hierdoor is voor de koppeling van SFC 
met ICP-MS een analoge interface vereist is als voor GC. Enkele voorbeelden van 
toepassingen van deze techniek zijn de speciatie van organotinverbindingen [Blake E., 1994; 
Vela N.P., 1992; Vela N.P., 1993b], arseen- [Kumar U.T., 1995], kwik- [Kumar U.T., 1995] en 
antimoonspecies [Kumar U.T., 1995]. Het zwakke punt van SFC is de beperkte mogelijkheid om 
ionaire en sterk polaire species te bepalen, terwijl de meeste monstertypes die met ICP-MS 
geanalyseerd worden zowel anorganische als organometallische componenten bevatten. 
Capillaire elektroforese (CE) wordt alsmaar meer een belangrijke analysetechniek [Lehmann R., 
1996]. De voordelen van CE zijn een korte analyseduur, lage werkingskosten, hoge efficiëntie 
en het minieme monsterverbruik. CE wordt gebruikt voor de hoge resolutiescheiding van ionaire 
species en biomacromoleculen. Een uitgebreide behandeling van het scheidingsprincipe van 
CE wordt gegeven in hoofdstuk 3. CE kan vaak ‘onoplosbare’ problemen die ontstaan bij LC 
verhelpen, maar vertoont onvoldoende lage detectielimieten voor vele toepassingen als gevolg 
van de zeer kleine hoeveelheden analiet (t.g.v. de nanoliter volumes monsteroplossing) en de 
gebruikte detectiesystemen (meestal MS-detectie of ultraviolet absorptiedetectie). Nieuwe 
detectietechnieken kunnen de mogelijkheden van CE sterk uitbreiden. Voor organische 
componenten is massaspectrometrie, in het bijzonder met een elektrospray interface (ESI-MS) 
een krachtige detector voor CE. Volgens Olesik et al. [Olesik J.W., 1997] is echter “de 
kwantificering in elektrospray- en ionenspraymassaspectrometrie meer complex en 
matrixafhankelijk dan in ICP-MS. Voor kwantitatieve elementanalyse wordt de voorkeur 
gegeven aan ICP-MS boven ESI-MS”.  
CE-ICP-MS is nog een relatief recente techniek (de eerste publicatie dateert van 1995 [Olesik 
J.W., 1995]). Vooraleer CE kan gekoppeld worden met ICP-MS, dienen enkele problemen 
overwonnen te worden: een oplossing moet gezocht worden voor de discrepantie tussen het 
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vloeistofdebiet van het elektroforesetoestel (~nL·min-1) en het vloeistofdebiet waarmee de 
monsters conventioneel bij ICP-MS aangevoerd worden (~100 µL·min-1 - 1 mL·min-1). Verder 
moet een elektrisch circuit ontwikkeld worden zodat het potentiaalverschil over het capillair blijft 
bestaan terwijl het (detectie)uiteinde van het capillair nu niet meer samen met een elektrode in 
een buffervaatje zit. Ten slotte moeten de scheidingsprocédés, gebruik makend van andere 
detectietechnieken (b.v. UV-detectie) aangepast worden om aan de specifieke eisen die een 
ICP-MS-toestel als detector stelt, te voldoen. In hoofdstuk 4 wordt de CE-ICP-MS interface 
(CEI-100, CETAC Technologies), geïntroduceerd door Schaumlöffel en Prange, uitgebreid 
besproken en geëvalueerd. 
 
1.4. Stoichiometrische bepaling van metalen gebonden aan eiwitten 
d.m.v. CE-ICP-MS  
 
De biologische activiteit en de conformatie van sommige eiwitten worden mede bepaald door de 
aanwezigheid van metalen. Vooral bij enzymen die instaan voor redoxreacties spelen 
metaalionen meestal een belangrijke rol. De stoichiometrische verhouding metaal / eiwit is 
hierbij dikwijls niet (voldoende nauwkeurig) gekend. Ten gevolge van de geringe hoeveelheid 
metaal (één tot maximaal enkele metaalionen per eiwitmolecule) en de geringe hoeveelheid 
eiwit die soms beschikbaar is, is voor de bepaling hiervan namelijk een uiterst gevoelige 
detectiemethode vereist. Met detectielimieten in het ng⋅L-1-gebied beantwoordt ICP-MS aan 
deze eis. De metaalhoudende eiwitten bevinden zich echter in een milieu waarin ook vrije 
metaalionen voorkomen. Vermits in een ICP alle moleculen worden afgebroken tot atomen, die 
vervolgens worden geïoniseerd, is gebruik van een scheidingsmethode vereist, die toelaat de 
eiwitmoleculen van de vrije ionen te scheiden, voorafgaandelijk aan de monsterintroductie. In 
een eerste luik van dit doctoraat wordt de ontwikkeling van een analytische methode 
beschreven die op basis van de koppeling van CE met ICP-MS toelaat het aantal metaalionen 
per eiwitmolecule op betrouwbare en snelle wijze te bepalen. Om de stoichiometrische 
verhouding metaal / eiwit te kennen, dient tevens de hoeveelheid eiwit (het aantal mol) die de 
kolom (capillair) verlaat en in de betreffende elektroforetische piek aanwezig is, te worden 
bepaald. Simultane bepaling m.b.v. ICP-MS zelf was hierbij ideaal en kon gebeuren via S-
bepaling. Immers, indien de primaire structuur van het eiwit (de opeenvolging van aminozuren 
waaruit het eiwit bestaat) gekend is, dan kan het S-gehalte als een maat voor het aantal 
eiwitmoleculen worden gebruikt. Dit is mogelijk omdat slechts twee aminozuren - methionine en 
cysteïne - S bevatten en nauwkeurig gekend is hoe vaak deze aminozuren in de eiwitketen 
voorkomen. 
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Voor sommige toepassingen wordt het verkrijgen van accurate gegevens bemoeilijkt door het 
optreden van spectrale interferenties. Voor het type eiwit dat in dit onderzoek bestudeerd werd - 
een metallo beta-lactamase met Zn als metaal - is de bepaling van beide betrokken elementen 
(S en Zn) spectraal geïnterfereerd. Bij een grote overmaat S t.o.v. Zn worden de verschillende 
Zn-isotopen spectraal geïnterfereerd door het voorkomen van SO2
+-, SO2H
+- en S2
+-ionen. De 
bepaling van S via de hoofdisotoop (32S) wordt daarnaast zwaar gehinderd door het voorkomen 
van het zuurstofdimeerion O2
+. Interferentievrije bepaling van de beide elementen is echter 
mogelijk door gebruik te maken van een sector veld ICP-MS apparaat. Een dubbel focus-
serende sector veld massaspectrometer in plaats van de meer traditionele quadrupoolfilter biedt 
namelijk de mogelijkheid om bij een hogere massaresolutie te werken, zodat spectrale 
interferenties kunnen worden vermeden.      
 
Wat betreft het eerste luik van dit doctoraatsonderzoek, werd de methode die in de literatuur 
[Hernandez Valladares M., 1997] beschreven werd (een combinatie van dialyse voor de 
scheiding van de Zn-houdende eiwitmolecule metallo beta-lactamase van vrij Zn2+ en ICP-MS 
voor de daaropvolgende Zn-bepaling) en die de bepaling van het aantal Zn2+-ionen per eiwit-
molecule tot doel heeft, toegepast op het Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-lactamase eiwit 
en geëvalueerd. Vervolgens werd een elegantere / snellere methode ontwikkeld, waarbij CE als 
on-line scheidingstechniek werd aangewend om de vrije Zn2+-ionen (klein, licht, hoge 
ladingsdichtheid, ionair) te scheiden van de metaalhoudende moleculen (groot, zwaar, lage 
ladingsdichtheid, meer apolair karakter). De ontwikkelde analysemethode werd getest m.b.v. 
een eiwit waarvan een voldoende hoeveelheid beschikbaar was. Het Aeromonas hydrophila Zn 
beta-lactamase werd gebruikt als ‘proof of concept’. Het ionsignaal (M+) dat werd waargenomen 
bij elutie van de fractie die de metaalhoudende eiwitmolecule bevat, is een rechtstreekse maat 
voor de hoeveelheid metaal gebonden aan de macromolecule. Voor kennis van het aantal 
metaalionen per eiwitmolecule diende echter ook het aantal eiwitmoleculen dat in de 
betreffende elektroforetische piek wordt geëlueerd, bepaald te worden. Dit werd verwezenlijkt 
via S-bepaling. Aan de hand van de nieuw ontwikkelde methode werd nagegaan of voor het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase de aanwezigheid van twee Zn2+-ionen werd bevestigd.  
 
1.5. Chroomspeciatie m.b.v. CE-ICP-MS  
  
Wat betreft het tweede luik van het onderzoek werd CE-ICP-MS ingezet voor chroomspeciatie, 
waarbij de klemtoon werd gelegd op onderzoek naar chroomallergie, voornamelijk veroorzaakt 
door contact van de menselijke huid met leder. Hierbij werd gestreefd naar identificatie en 
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kwalitatieve bepaling van chroombevattende species die een rol kunnen spelen in het 
mechanisme van chroomallergie.  
 
Een voorbeeld van dergelijke contactallergie is schoendermatitis. De warme, vochtige omgeving 
in een schoen in combinatie met de aanwezigheid van honderden chemicaliën creëert een ideale 
situatie voor de ontwikkeling van een allergische of irritatieve contactdermatitis. Bestanddelen van 
rubber, lijmen en leder (b.v. chroom) zijn de meest voorkomende oorzaken voor schoencontact-
dermatitis.  
 
Chroomlooien is tegenwoordig de belangrijkste oorzaak voor lederallergie (chroomallergie). 
Leerlooien is het proces waarbij de ruwe dierenhuid wordt omgezet in leder. Deze dierenhuid 
heeft de mogelijkheid om looistoffen te absorberen wat ervoor zorgt dat het leder niet bederft, 
resistentie tegen vocht ontwikkelt en bovendien soepel en duurzaam wordt. Chroomgelooid leder 
heeft de eigenschap soepeler en zachter te zijn dan plantaardig gelooid leder en bovendien heeft 
het een hogere thermische stabiliteit, is het zeer stabiel in water en neemt de productie ervan 
minder tijd in beslag.  
 
Het is onbekend welke chroomspecies deelnemen aan het mechanisme van chroomallergie. Zo is 
Cr(VI) in staat om doorheen de huid of de celwand te diffunderen, terwijl Cr(III) minder 
gemakkelijk de huid kan penetreren en bovendien niet in staat is om doorheen celwanden te 
diffunderen. Vermits Cr(VI) een sterk oxidans is, wordt het, eenmaal in het biologische systeem 
en in contact met organisch materiaal of bepaalde enzymen, in het algemeen gereduceerd tot 
Cr(III). De toxicologische effecten worden enerzijds veroorzaakt door rechtstreekse gevolgen van 
het sterk oxiderend karakter van Cr(VI) en anderzijds op een minder directe manier door het 
ontstane Cr(III) dat de mogelijkheid heeft te reageren met proteïnen en nucleïnezuren in de cel en 
verschillende metallo-enzymsystemen kan inhiberen. Meer inzicht krijgen in het mechanisme van 
chroomtransport doorheen de huid en het verband tussen de chroomspecies en de 
chroomallergie is dan ook uiterst relevant. Vermits het scheidingsprincipe van CE berust op een 
verschil in lading en moleculaire massa tussen de te scheiden componenten, is het de 
scheidingsmethode bij uitstek om chroomverbindingen te speciëren.  
 
Dit tweede luik van het onderzoek werd verder opgesplitst in (i) chroomspeciatie in artificieel 
zweet en (ii) chroomspeciatie na in vitro permeatie van chroom door huid. 
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1.5.1. Chroomspeciatie in artificieel zweet 
 
In eerste instantie stelde zich de vraag of zweet een rol speelt in het al dan niet optreden van 
een allergische reactie. Er is immers vastgesteld dat voornamelijk patiënten met zweetvoeten 
lijden aan schoendermatitis. Zweet kan mogelijk het transport van chroom van het leder naar de 
huid vergemakkelijken of zweet kan ervoor zorgen dat het chroom beter wordt opgenomen door 
de huid. Hierbij werd in eerste instantie artificieel zweet vergeleken met ethanol (frequent 
gebruikt bij zogenaamde patch-testen) als extractiemiddel van chroom uit leder. Vervolgens 
werd chroom uit leder geloogd met behulp van artificieel zweet, waarna CE-ICP-MS ingezet 
werd om het zweet te onderzoeken op de aanwezigheid van verschillende chroomspecies. 
Vermits CE de introductie van een oplossing op het capillair vereist en vermits onbeperkte 
hoeveelheden artificieel zweet kunnen aangemaakt worden, is zweet een ideaal materiaal om 
de CE-ICP-MS-methode, betreffende scheidingscondities en meetparameters, te optimaliseren 
alvorens de methode uit te breiden naar chroomspeciatie na in vitro permeatie van chroom door 
de huid.   
 
1.5.2. Chroomspeciatie na in vitro permeatie van chroom door huid 
 
Dit gedeelte van het doctoraatsonderzoek legt de basis voor verdere experimenten die kunnen 
leiden tot een beter inzicht in de mogelijke oorzaken van chroomallergie. De in vitro absorptie 
en permeatie van verschillende chroomverbindingen door varkenshuid en menselijke huid 
werden onderzocht, waarbij de verkregen resultaten werden vergeleken met de vakliteratuur.  
 
Op basis hiervan kan verder onderzoek verricht worden, waarbij bijvoorbeeld huid van 
chroomallergische patiënten onderzocht kan worden om op deze manier meer inzicht te krijgen 
in het transportmechanisme van chroom doorheen de huid. Om echter de huid te kunnen 
onderzoeken op de aanwezigheid van verschillende chroomspecies zal het in eerste instantie 
noodzakelijk zijn om de chroomspecies, waaronder eventuele chroombevattende proteïnen, 
intact uit de huid te extraheren. Huid van een allergisch persoon kan bijgevolg vergeleken 
worden met huid van een niet-allergisch persoon. Een verschil bij de allergische en niet-
allergische persoon wat betreft de aanwezige chroomspecies kan wijzen op een verschillend 
(transport)mechanisme bij personen met chroomallergie. Dergelijk onderzoek kan een relevante 
bijdrage leveren aan het inzicht in de oorzaak van dergelijke allergieën en bijgevolg ook de 
preventie ervan. Dit doel kan als onderwerp dienen voor verder onderzoek, waarbij de hier 
uitgevoerde in vitro permeatie-experimenten als basis kunnen worden genomen. 
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2.1. Inleiding 
 
Inductief gekoppeld plasma - massaspectrometrie (ICP-MS) is sinds zijn introductie in ‘80 [Houk 
R.S., 1980, Date A.R., 1981] uitgegroeid tot een wijdverspreide analysetechniek voor de 
bepaling van spoor- (< 100 µg⋅g-1) en ultraspoorelementen (< 10 ng⋅g-1). ICP-MS is een multi-
element techniek die oorspronkelijk werd ontwikkeld voor de analyse van vloeibare monsters. 
Naast zijn hoge gevoeligheid en lage detectielimieten zijn een uitgebreid lineair dynamisch 
bereik en relatief eenvoudige spectra typerend voor ICP-MS. De mogelijkheid om op 
eenvoudige wijze het standaard monsterintroductiesysteem, op basis van pneumatische 
verstuiving, te vervangen door chromatografische scheidingssystemen, maakt ICP-MS 
toegankelijk voor elementspeciatie. Tegenwoordig wordt ICP-MS in bijna elke discipline gebruikt 
waar anorganische analytische ondersteuning vereist is. Dit omvat geologische, biologische, 
medische, nucleaire, metallurgische, voedings- en milieustudies, en dit zowel op academisch 
als industrieel niveau.  
 
Tijdens dit onderzoek werd ICP-MS grotendeels gebruikt als detector voor capillaire 
elektroforese (CE). Daartoe werd het ICP-MS standaard monsterintroductiesysteem vervangen 
door een combinatie van CE (hoofdstuk 3) en de CE-ICP-MS interface (CEI-100 interface, 
hoofdstuk 4). Desondanks zijn de basisprincipes en -onderdelen van het ICP-MS standaard 
monsterintroductiesysteem met pneumatische verstuiving (PN-ICP-MS) relevant vermits voor 
de bepaling van totaalconcentraties hiervan gebruik werd gemaakt. In dit hoofdstuk wordt 
aandacht besteed aan het algemene principe van ICP-MS en aan de werking en 
karakteristieken van de ‘Element’ ICP - sector veld - massaspectrometer in standaard-
configuratie (Finnigan MAT, Bremen, Duitsland) die gebruikt werd tijdens dit onderzoek.        
 
2.2. Inductief gekoppeld plasma - sector veld - massaspectrometrie 
 
2.2.1. Instrumentbespreking 
 
Traditioneel zijn de meeste ICP-MS-instrumenten uitgerust met een quadrupoolmassa-
spectrometer, waarvan o.a. de hoge scansnelheid, de robuustheid, de instrumentele eenvoud 
en de relatief lage kostprijs voordelen zijn. Het belangrijkste nadeel van een dergelijk instrument 
is de beperkte massaresolutie die kan leiden tot het optreden van belangrijke spectrale 
interferenties. Ondanks de hoge plasmatemperaturen kunnen immers naast enkelvoudig 
geladen ionen ook polyatomische ionen ontstaan met dezelfde nominale massa-tot-lading 
verhouding, waarvan de signalen niet kunnen gescheiden worden met bovenvermelde techniek. 
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Dit kan leiden tot foutieve bepalingen en heeft een nadelige invloed op de detectielimiet. 
Daarnaast verminderen interferenties de precisie van de meting en maken een uitgebreide 
voorstudie nodig voor elke nieuwe matrix. Voor de uiteindelijke bepaling van spectraal 
geïnterfereerde elementen zijn hierbij dan ook grote correcties of alternatieve werkwijzen vereist 
die de resultaten en de flexibiliteit van de methode nadelig beïnvloeden. Anderzijds kunnen de 
typische detectielimieten (1 tot 100 ng⋅L-1), in de meeste gevallen gelimiteerd door de 
instrumentele achtergrond, ontoereikend zijn voor de bepaling van zeer lage concentraties 
zoals deze voorkomen bij het speciatie-onderzoek van ultraspoorelementen in milieu- of 
biomedische monsters [Turner P.J., 1998]. 
 
De meest elegante oplossing voor het probleem van de spectrale interferenties wordt sedert 
een aantal jaren geboden door het aanwenden van een dubbelfocusserende sector veld 
analysator met voorafgaande versnelling van de ionen [Jakubowski N., 1998; Moens L., 1998]. 
Deze instrumentatie (ICP-SF-MS) kent als belangrijkste voordeel dat een hoge massaresolutie 
(R = 3000 of R = 7500) bereikt kan worden, waardoor de ionsignalen van de te bepalen 
elementen (M+) gescheiden kunnen worden van deze van mogelijke interfererende ionen. Een 
sector veld ICP-massaspectrometer beschikt ook over een betere gevoeligheid (bij R = 300) 
dan de meeste quadrupoolinstrumenten. Vermits door het gebogen ionenpad (‘kromming’ van 
de magnetische en elektrostatische sector) nagenoeg geen fotonen de detector bereiken, is de 
instrumentele achtergrond bovendien uiterst laag. Combinatie van deze karakteristieken leidt in 
de standaardconfiguratie tot detectielimieten lager dan 10 pg⋅L-1 voor niet geïnterfereerde 
elementen. 
           
In dit werk werd gebruikt gemaakt van een ‘Element’ ICP - sector veld - massaspectrometer 
(Finnigan MAT, Bremen, Duitsland). Het aangewende instrument is het eerste commerciële 
exemplaar van dit type toestel dat in 1994 op de markt werd gebracht, specifiek ontworpen voor 
elementbepalingen. De belangrijkste nadelen in de context van ICP - sector veld - 
massaspectrometrie zijn de inverse relatie tussen de massaresolutie-instelling en de 
transmissie-efficiëntie [Feldmann I., 1994; Moens L., 1995] en de hogere kostprijs in vergelijking 
met quadrupool ICP-MS. Figuur 2.1 toont een schematische voorstelling van de ‘Element’.   
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Figuur 2.1 Schematische voorstelling van de ‘Element’ (Finnigan MAT, Bremen, Duitsland) 
 
Bovendien werd de ‘Element’ uitgerust met een zogenaamde CD1-interface, bestaande uit een 
gemodificeerde toorts met een geaard Pt-schild (GuardElektrodeTM) tussen de toorts en de 
inductiespoel, zodat capacitieve koppeling tussen de spoel en het plasma, en bijgevolg 
secundaire ontlading, vermeden wordt.  Dit betekent dat een nog hogere transmissie-efficiëntie 
behaald wordt, doordat de spreiding op de kinetische energie van de ionen geminimaliseerd 
wordt [Hamester M., 1999]. 
 
Zowel via wijzigen van het magnetisch veld (B-scan) als via het wijzigen van de 
versnellingsspanning (E-scan), kan (een gedeelte van) het massaspectrum worden gescand. 
Via een B-scan wordt het magnetische veld op exponentiële wijze gevarieerd in functie van de 
tijd [Giessmann U., 1994] en wordt de versnellingspotentiaal constant gehouden. Ondanks het 
feit dat door de speciale constructie van de magneet de zogenaamde ‘duty cycle’ wordt 
gemaximaliseerd, zal wegens de hysteresis na iedere scancyclus een zogenaamde ‘settling tijd’ 
ter recuperatie moeten worden ingesteld, waarvan de grootte afhangt van het doorlopen 
massaverschil. Een B-scan wordt vooral aangewend voor het scannen over grote 
massagebieden en voor massakalibratie. Een E-scan daarentegen vermijdt de hysteresis 
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waardoor zeer snel scannen mogelijk wordt over een gebied ter grootte van maximaal 30 % van 
de ingestelde massa [Giessmann U., 1994]. Dit laatste geeft tevens de beperking van een 
dergelijke meting aan.  
 
2.2.2. De massaresolutie 
 
Vermits een spectrale interferentie leidt tot een verhoging van het waargenomen analietsignaal, 
wordt specifiek het resultaat voor één analietion beïnvloed. Zo wordt b.v. de bepaling van S via 
de hoofdisotoop (32S), gebruikt voor de kwantificatie van proteïnen in dit onderzoek, in 
belangrijke mate gehinderd door het voorkomen van spectrale overlap afkomstig van het 
zuurstofdimeerion 16O2
+.  
 
De grootste troef van een ICP - sector veld - massaspectrometer is de mogelijkheid tot gebruik 
van een hogere massaresolutie (R). De massaresolutie van een massaspectrometer is een 
maat voor de mogelijkheid om twee aangrenzende pieken van elkaar te scheiden. Voor het 
berekenen van de massaresolutie wordt volgende formule gehanteerd:  
m
m
R
∆
=                                                         (vgl. 2.1) 
met ∆m het verschil in massa tussen het te bepalen ion en het interfererend ion )( 12 mm − en m  
de gemiddelde massa van de ionen, gedefinieerd als 2)( 21 mm + .   
Bij de ‘Element’ is het mogelijk om metingen uit te voeren bij drie verschillende resolutie-
instellingen namelijk 300, 3000 en 7500 (volgens 10 % valley definitie) die respectievelijk lage, 
medium en hoge resolutie genoemd worden. De resolutie-instelling is afhankelijk van de 
breedte van de ingangs- en uitgangsspleet die pneumatisch wordt ingesteld [Element Hardware 
Manual MS, 1996]. Werken bij een massaresolutie van 3000 volstaat voor het elimineren van 
de spectrale interferentie van 16O2
+ op 32S+ (Figuur 2.2). 
 
De zogenaamde 10 % valley definitie beschouwt twee pieken van identieke hoogte met 
massaverschil m∆  als zijnde gescheiden indien het minimum tussen beide pieken niet meer 
dan 10 % bedraagt van de signaalintensiteit van de betreffende piek (zie Figuur 2.3). Indien 
men te maken heeft met verschillende signaalintensiteiten, wat in de praktijk meestal het geval 
is, wordt de definitie toegepast op een individuele piek. De resolutie wordt dan berekend door 
de massa m  van de piek te delen door de piekbreedte op 5 % van de maximale piekhoogte. 
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Figuur 2.2 Spectrale overlap van 16O2
+ op 32S+ 
uitgeschakeld bij R = 3000 
Figuur 2.3 Voorstelling van de 10 % valley definitie 
voor de massaresolutie 
 
2.2.3. Het standaard monsterintroductiesysteem 
      
In de standaardconfiguratie bestaat het monsterintroductiesysteem van een ICP-massa-
spectrometer uit een pneumatische verstuiver en een verstuiverkamer (zie Figuur 2.4). Het 
monsterintroductiesysteem heeft tot doel het monster of een representatief deel ervan naar het 
plasma te brengen. Dit vereist omzetting van het monster tot een vorm die transport met een 
dragergas toelaat. Bij ICP-MS worden monsters meestal als waterige oplossingen aangeboden. 
Met behulp van een peristaltische pomp wordt de te analyseren oplossing aan een debiet van 
ongeveer 1 mL⋅min-1 aangevoerd en naar de pneumatische verstuiver gebracht. De verstuiver 
zorgt voor de omzetting van de monsteroplossing tot een aerosol, dat met behulp van een 
argondragergasstroom in het plasma wordt geïnjecteerd. De verstuiverkamer zorgt ervoor dat 
enkel de kleinste druppeltjes (< 10 µm) het plasma bereiken doordat de grotere druppels bij 
doorgang door de verstuiverkamer impacteren op de wanden en worden afgevoerd. Dit is 
noodzakelijk daar enkel de kleinste druppels aanleiding geven tot een snelle desolvatatie, 
atomisatie en ionisatie in het plasma en zo overbelading en daarmee gepaard gaande 
instabiliteit van het plasma vermeden worden. Bij de ‘Element’ is de verstuiverkamer bovendien 
watergekoeld (4oC), waardoor er minder water in het plasma wordt geïntroduceerd, hetgeen de 
plasmastabiliteit ten goede komt. De belangrijkste voordelen van pneumatische verstuiving zijn 
(1) de lage kostprijs, (2) de instrumentele eenvoud, (3) de hoge ‘sample throughput’ en (4) de 
goede stabiliteit. De belangrijkste nadelen zijn (1) de lage transportefficiëntie (in combinatie met 
een verstuiverkamer typisch 1-2 % [Olesik J.W., 1995]), (2) de gelijktijdige introductie van 
analiet en matrix in het ICP, wat aanleiding kan geven tot zowel spectrale als niet-spectrale 
interferenties, en (3) de beperking tot vloeibare monsters. 
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Figuur 2.4 Schematische voorstelling van het standaard monsterintroductiesysteem en de plasmatoorts 
van de ‘Element’ 
 
2.2.4. Het inductief gekoppeld plasma  
 
Het inductief gekoppeld plasma (Inductively Coupled Plasma, ICP) kan beschouwd worden als 
een heet gasmengsel (6000-8000 K) dat uit moleculen, atomen, ionen en elektronen bestaat en 
wordt gegenereerd aan het uiteinde van een zogenaamde plasmatoorts. Het plasma wordt 
gecreëerd binnen een watergekoelde inductiespoel waardoor een hoogfrequente (hier 27,12 
MHz) wisselstroom wordt gestuurd via een rf-generator. Via de spoel wordt een hoogfrequent 
magnetisch veld geïnduceerd dat geladen deeltjes versnelt in een cirkelbeweging. Via 
botsingen met andere, niet geladen, deeltjes kunnen deze laatste geëxciteerd en eveneens 
geïoniseerd worden. Binnen de inductiespoel bevindt zich de toorts bestaande uit drie 
concentrische kwartsbuizen waardoor argongas wordt gestuurd. Door de buitenste buis stroomt 
het plasma- of koelgas met een debiet tussen 10 en 20 L·min-1 om het plasma in stand te 
kunnen houden en het zorgt tevens voor een thermische afscherming tussen het plasma en de 
buitenste kwartsbuis zodat de toorts niet smelt. Het hulpgas (0,5 tot 1,5 L·min-1) stroomt door de 
middelste buis die zich rond de zogenaamde injector tube bevindt. Deze laatste transporteert 
het dragergas (typisch 0,8 tot 1,2 L·min-1) samen met het te analyseren monster in aerosolvorm 
(zie Figuur 2.4). Deze aerosol zal vervolgens worden gedesolvateerd, de moleculen 
geatomiseerd en de aldus ontstane atomen geïoniseerd. Over de wijze waarop dit alles plaats-
vindt, bestaan verschillende modellen waarbij elektronenstootionisatie, Penningionisatie en 
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ladingsuitwisseling naast recombinaties een belangrijke rol spelen [Gray A.L., 1974; Gray A.L., 
1975; Anderson R.J., 1976]. Teneinde versnelling van de deeltjes en ionisatie te kunnen 
bewerkstelligen, dient initieel reeds een zekere ionisatie tot stand gebracht te worden. Dit 
gebeurt door middel van een zogenaamde Tesla-generator waarbij tussen twee elektroden een 
hoogfrequente ontlading wordt opgewekt in het argongas.  
 
2.2.5. De interface  
          
De overgang tussen het bij atmosferische druk werkende ICP en de massaspectrometer, die 
werkt bij een vacuüm beter dan 10-6 mbar, wordt verkregen door de interface (zie Figuur 2.1). 
Om de overgang te kunnen overbruggen wordt gebruik gemaakt van differentieel gepompte 
kamers bij overgangsdrukken. Tussen het ICP en de eerste vacuümkamer bevindt zich een 
interface bestaande uit 2 cones: de eerste, de zogenaamde sampling cone, kent een centrale 
opening van 1,1 mm en de tweede, de skimmer cone, een opening van 0,8 mm [Giessmann U., 
1994]. Na de skimmer bevindt zich een klep, de ‘skimmer valve’, die enkel tijdens de metingen 
geopend wordt. Tussen beide cones is er een afstand van ongeveer 1 cm en een rotatiepomp 
zorgt hier voor een verlaagde druk van circa 3 mbar. Door deze drukverschillen worden het gas 
en de ionen van het ICP geëxtraheerd en ondergaan expansie [Niu H., 1996]. Een centrale 
bundel, bestaande uit ionen, elektronen en neutrale deeltjes verlaat via de opening in de 
skimmer de interface.  
 
2.2.6. Het lenzensysteem 
 
Nadat de ionen de interface verlaten, zorgen een reeks elektrostatische lenzen voor de nodige 
manipulaties van de ionenbundel zodat de in het plasma gevormde positieve ionen zo efficiënt 
mogelijk naar de massaspectrometer worden geleid. Een op negatieve spanning gebrachte 
extractielens trekt de positieve ionen aan en leidt ze naar de rest van het elektrostatisch 
lenzensysteem. Negatief geladen ionen ondervinden repulsie en worden samen met de 
neutrale deeltjes afgepompt. Voor meer informatie betreffende het lenzensysteem en 
optimalisatie van de lensinstellingen wordt verwezen naar de literatuur [Riondato J. 2000].  
 
2.2.7. De sector veld massaspectrometer 
 
Bij het in dit werk gebruikte sector veld ICP-MS-toestel bevindt de magnetische sector zich vóór 
de elektrostatische sector zodat men spreekt van een omgekeerde Nier-Johnson geometrie. 
Met behulp van deze geometrie wordt het grootste gedeelte van de ionenbundel reeds 
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geëlimineerd vooraleer hij de elektrostatische sector binnenkomt, wat o.a. de achtergrond en de 
abundance sensitivity sterk ten goede komt [Giessmann U., 1994]. Dit laatste begrip geeft de 
mate weer waarin de ‘vleugels’ van een piek bijdragen tot de signalen van de aanliggende 
massa’s. 
 
2.2.7.1. De magnetische sector 
 
Nadat de ionen in het eerste gedeelte van het lenzensysteem versneld en gefocusseerd 
werden, treden ze via de ingangsspleet de magnetische sector binnen. Ten gevolge van de 
versnelling verkrijgen de ionen een hoeveelheid kinetische energie, gegeven door: 
 
 VqvmE ⋅=⋅⋅= 2kin
2
1
                                             (vgl. 2.2) 
 
waarin m  de massa van het ion is, v  zijn snelheid, q  zijn lading en V  het potentiaalverschil 
dat de versnelling veroorzaakt. Wanneer deze ionen binnentreden in een homogeen 
magnetisch veld met veldsterkte B  ( v
r
 en B
r
 staan loodrecht op elkaar), gaan ze onder invloed 
van de Lorentzkracht een cirkelvormige baan beschrijven. De grootte van deze kracht wordt 
gegeven door: 
 
BvqF ⋅⋅=                                                       (vgl. 2.3) 
Deze kracht staat bovendien loodrecht op de snelheid, zodat niet de grootte maar wel de 
richting van deze snelheid verandert. Op deze manier ontstaat een eenparig cirkelvormige 
beweging waarvoor geldt: 
 
Bvq
R
vmF ⋅⋅=⋅=
m
2
                                            (vgl. 2.4) 
 
met mR  de straal van de cirkel die de ionen in de magnetische sector beschrijven. Hieruit volgt: 
 
Bq
vmR ⋅
⋅=m                                                    (vgl. 2.5) 
 
Wanneer de onbekende v  geëlimineerd wordt in vgl. 2.5 a.d.h.v. vgl. 2.2, kan de beschreven 
straal uitgedrukt worden in functie van gekende grootheden: 
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qB
Vm
R
⋅
⋅⋅
=
2
m                                                    (vgl. 2.6) 
Uit deze laatste vergelijking volgt dat de ionen met een verschillende m / q  verhouding een 
verschillende baan gaan beschrijven en bijgevolg in de ruimte van elkaar gescheiden worden. 
Vermits bij de ‘Element’ de detector zich op een vaste plaats bevindt, kunnen ionen met een 
welbepaalde m / q  verhouding gedetecteerd worden door de versnellingspotentiaal V  (E-scan) 
of de magnetische veldsterkte B  (B-scan) te variëren.  
 
2.2.7.2. De elektrostatische sector 
 
Als enkel eenwaardig positief geladen ionen worden beschouwd, die allen dezelfde kinetische 
energie bezitten, dan is bij een gegeven versnellingspotentiaal en magnetische veldsterkte de 
beschreven straal mR  enkel afhankelijk van de ionenmassa m . In werkelijkheid zit er echter 
altijd een bepaalde spreiding op de kinetische energie waardoor de haalbare resolutie op 
nadelige wijze beïnvloed wordt. Om dit op te lossen, wordt gebruik gemaakt van een 
elektrostatische sector die opgebouwd is uit twee gebogen elektroden, waarvan één op een 
positieve en de andere op een negatieve potentiaal staat. Ionen die doorheen deze 
elektrostatische sector bewegen, ondervinden een elektrostatische kracht en gaan een 
cirkelvormige baan beschrijven, zodat: 
 
Eq
R
vmF ⋅=⋅=
e
2
                                                 (vgl. 2.7) 
 
met E  de elektrische veldsterkte. Rekening houdend met de uitdrukking voor de kinetische 
energie, kan de straal van de cirkelvormige baan beschreven door de ionen in de 
elektrostatische sector berekend worden uit: 
 
Eq
E
Eq
vmR k ⋅
⋅=⋅
⋅= in
2
e
2
                                         (vgl. 2.8) 
 
Dit betekent dat hoe groter de kinetische energie van de binnentredende ionen is, des te groter 
de beschreven straal zal zijn, waardoor ionen met verschillende kinetische energie in 
verschillende punten gefocusseerd zullen worden. Door het plaatsen van een nauwe 
uitgangsspleet achter de elektrostatische sector, kan de opstelling beschouwd worden als een 
energiefilter die enkel ionen doorlaat waarvan de kinetische energie tussen relatief nauwe 
grenzen is gelegen en de energiespreiding afhankelijk is van de spleetbreedte. 
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Deze opstelling geeft weliswaar aanleiding tot een betere massaresolutie, maar doordat een 
groot deel van de ionenbundel geëlimineerd wordt, is de transmissie-efficiëntie gering. In de 
praktijk past men daarom het principe van dubbelfocussering toe [Giessmann U., 1994; 
Riondato J., 2000]. Bij deze opstelling worden de magnetische en de elektrostatische sector zo 
geconstrueerd en ten opzichte van elkaar gepositioneerd dat de energiedispersie veroorzaakt 
door het magnetisch veld door de elektrostatische sector gecompenseerd wordt, zodat een 
hoge resolutie bekomen wordt met een minimaal intensiteitsverlies. Onder deze 
omstandigheden treedt dus zowel richtings- als energiefocussering op. Ionen met dezelfde 
m / q  verhouding, maar met verschillende energie worden in één punt gefocusseerd.  
 
2.2.8. De detector 
 
Nadat de doorgelaten ionen de massaspectrometer hebben verlaten, worden ze geteld door het 
detectiesysteem. Het detectiesysteem van de ‘Element’ is een secundaire elektronen-
vermenigvuldiger die uitgerust is met een conversiedynode en een reeks discrete dynodes 
[Element Operation Manual, 1997]. De ionenbundel die de massaspectrometer verlaat wordt 
via een lens afgebogen en komt terecht op een conversiedynode die op een negatieve 
spanning van - 8 kV is gebracht. Hier worden zogenaamde secundaire elektronen losgeslagen. 
Deze secundaire elektronen worden tengevolge van het aangelegde spanningsverschil 
versneld naar het andere uiteinde van de detector waarbij verschillende botsingen optreden met 
een reeks van 19 dynodes die in toenemende potentiaal staan. Als gevolg van de botsingen 
ontstaat een sterk multiplicatie-effect, waarbij de totale versterking van het signaal typisch een 
factor 107 - 108 bedraagt. Het spanningverschil tussen de eerste en de laatste dynode bedraagt 
tussen 1,8 en 3 kV afhankelijk van de ouderdom van de detector. De normale instelling van de 
detector is de zogenaamde ‘pulse counting mode’ die aangewend wordt voor signaal-
intensiteiten tot 106 tellen·s-1. Bij hogere signaalintensiteiten en bij onbekende, mogelijk zeer 
hoge, concentraties wordt gebruik gemaakt van de ‘analog mode’ [Giessmann U., 1994] waarbij 
de elektronenstroom na de 7de dynode (multiplicatiefactor ca. 200) wordt afgeleid om de 
detector te beschermen [Element Hardware Manual MS, 1996]. 
 
2.2.9. Instrumentbesturing 
 
Een zogenaamde front-end computer zorgt voor de controle van alle instrumentfuncties door 
middel van microprocessoren die het magnetisch veld, het elektrisch veld, de dataverwerking en 
de veiligheid controleren. Het geheel wordt bestuurd en gevisualiseerd via een PC die over een 
LAN (Local Area Network) in contact staat met de front-end processor. Eén van de belangrijkste 
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aspecten is het verkrijgen van een stabiel magnetisch en elektrisch veld, hetgeen een stabiele 
voeding vereist. 
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3.1. Inleiding 
 
Capillaire elektroforese (CE) werd commercieel geïntroduceerd op het einde van de jaren ’80 
en heeft zich ontwikkeld tot een belangrijke analysetechniek. Belangrijke voordelen van CE zijn 
hoge efficiëntie, korte analysetijden, lage werkingskosten en het feit dat slechts minieme 
hoeveelheden monster vereist zijn voor analyse. De scheiding is gebaseerd op verschillen in 
migratiesnelheid tussen geladen moleculen bij het aanleggen van een potentiaalverschil over 
een capillair. In dit hoofdstuk worden de theoretische en instrumentele aspecten van CE 
beschreven.  
 
3.2. Theoretische aspecten van CE 
 
3.2.1. Historiek  
 
De meeste analytische technieken hebben tot doel informatie te verschaffen omtrent de 
samenstelling van een mengsel van verbindingen. Waar het vroeger vooral om identificatie en 
kwantificatie van één of een aantal componenten ging, is er nu vooral vraag naar de totale 
samenstelling van een monster. Scheidingstechnieken worden hierdoor steeds belangrijker. Eén 
van de krachtigste scheidingstechnieken is gebaseerd op het principe van elektroforese, dat kan 
beschreven worden als migratie van geladen deeltjes in een oplossing onder invloed van een 
elektrisch veld. Dit werd reeds beschreven in 1897 door Kohlrausch [Kohlrausch F., 1897].  
 
De eerste experimenten werden uitgevoerd in U-vormige glazen buizen waarbij een elektrode aan 
elk van de armen verbonden werd waarover enkele honderden volt spanning werd aangelegd. 
Door de beweging van de ionen (elektrische stroom) wordt wrijvingsenergie ontwikkeld (Joule-
effect) waardoor de oplossing opwarmt. Daar het systeem een deel van deze warmte verliest aan 
zijn grenzen treedt er een thermale gradiënt op. Hierdoor ontstaat convectie die leidt tot het 
vermengen van de gescheiden zones. De klassieke oplossing voor dit probleem is het gebruik 
van stabiliserende media zoals cellulosepoeder, glaswol, papier, silicagel en acrylamide [Haglund 
H., 1950]. Door de poreuze matrix van deze materialen wordt de convectie verhinderd. Nadeel 
hierbij is de moeilijkheid om reproduceerbaar dezelfde poreuze matrix te creëren. Anderzijds 
bestaat de mogelijkheid het scheidingsgedeelte te verkleinen waardoor warmte-uitwisseling 
vergemakkelijkt wordt door de toenemende oppervlakte-tot-volume verhouding. 
 
Zone elektroforese in vrije oplossing, dus zonder stabiliserende gels, werd voor het eerst 
beschreven door Hjertén et al. in 1967 [Hjertén S.,1967]. In 1974 werd door Pretorius en 
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medewerkers elektro-osmose aangewend als stuwende kracht in elutiechromatografie [Pretorius 
V., 1974]. In 1979 toonden Mikkers, Everaerts en Verheggen de mogelijkheid aan van vrije zone 
elektroforese in teflonkolommen met 200 µm i.d. met on-line detectie [Mikkers F.E.P., 1979]. In 
1981 realiseerde Jorgenson et al. een hoogefficiënte scheiding van proteïnen in een glaskolom  
met 80 µm i.d. [Jorgenson J.W., 1981].  
 
De ontwikkeling in 1984 door Terabe [Terabe S., 1984] van micellaire elektrokinetische 
chromatografie (MEKC), waarbij nu ook neutrale moleculen gescheiden kunnen worden, heeft 
ertoe geleid dat de verschillende elektrogedreven scheidingsmethoden zich snel hebben 
ontwikkeld en dit tot een vergelijkbaar niveau als gaschromatografie (GC) en vloeistof-
chromatografie (LC).  
 
De beperkte reproduceerbaarheid van injectie, wat de introductie van elektrogedreven 
scheidingsmethoden in de bedrijfswereld bemoeilijkte, werd grondig onderzocht en in de jongste 
generatie toestellen verholpen. Een ander probleem was de beperkte detectiemogelijkheid. Ook 
hier zijn instrumentenbouwers, na uitgebreid onderzoek, erin geslaagd een oplossing te vinden. 
De recente introductie van gebruiksvriendelijke massaspectrometers, gekoppeld aan 
elektroforesetoestellen [Olivares J.A., 1987] luidde een nieuw tijdperk in voor elektrogedreven 
scheidingsmethoden. 
 
3.2.2. Ionenmobiliteit 
[Li S.F.Y., 1992; Heiger D.N., 1992] 
 
De scheiding van componenten in elektroforese is gebaseerd op het mobiliteitsverschil tussen 
ionen in een oplossing waarover een elektrisch veld wordt aangelegd. De snelheid v  (in m⋅s-1) 
van een ion is recht evenredig met de elektrische veldsterkte E  (in V⋅m-1): 
 
Eµv ⋅= e                                                          (vgl. 3.1) 
 
De elektroforetische mobiliteit eµ  (in m
2⋅V-1⋅s-1) van een geladen deeltje is dus de lineaire 
snelheid v  van het deeltje per eenheid van aangelegd elektrisch veld E . De snelheid van een 
ion is bepaald door het evenwicht dat optreedt tussen de elektrische kracht EF  (in N) en de 
hieraan tegengestelde (afremmende) wrijvingskracht FF  (in N) die het ion ondervindt in het 
medium, waarbij: 
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       EqF ⋅=E                                                             (vgl. 3.2) 
 
en voor een rigied sferisch ion (wet van Stokes geldig): 
 
vrηF ⋅⋅⋅⋅−= π6F                                              (vgl. 3.3) 
 
met =q  lading in C 
       =r  straal van het gehydrateerde (gesolvateerde) ion in m 
       =η  viscositeit  van de oplossing in N⋅s⋅m-2  
Gedurende het elektroforeseproces zijn deze krachten in evenwicht, doch tegengesteld, zodat 
een constante snelheid v  bereikt wordt en bijgevolg geldt: 
 
vrηEq ⋅⋅⋅⋅=⋅ π6                                                  (vgl. 3.4) 
 
Combinatie van vgl. 3.1 en vgl. 3.4 levert: 
rη
q
µ
⋅⋅⋅
=
π6e
                                                    (vgl. 3.5) 
 
De wet van Stokes (geldig voor niet-turbulente stroming), die de wrijvingskracht van een ion in 
een medium beschrijft, is enkel geldig voor rigide sferische ionen. Voor meer complexe, 
onregelmatig gevormde ionen (b.v. proteïnen, geladen complexen) is het nauwkeuriger om de 
mobiliteit van een ion weer te geven als functie van de ζ-potentiaal (‘zeta’-potentiaal). De ζ-
potentiaal wordt afgeleid uit de dubbellaagtheorie die de wisselwerking beschrijft tussen één ion 
en de tegenionen in de zijn omringende ruimte. Er bestaan meerdere theorieën die de 
potentiaal over de dubbellaag beschrijven, o.a. de elektrische dubbellaagmodellen van 
Helmholtz, Goüy-Chapman en Stern [Grahame D.C., 1947]. Uit vgl. 3.5 is echter duidelijk dat 
kleine, sterk geladen deeltjes een hoge mobiliteit vertonen, terwijl grote, weinig geladen deeltjes 
een lage mobiliteit vertonen. De elektroforetische mobiliteit die in tabellen wordt weergegeven is 
meestal slechts een fysische constante die bepaald werd bij oneindige verdunning. Deze 
mobiliteit verschilt meestal van de mobiliteit die experimenteel bepaald wordt. Deze laatste 
wordt de effectieve elektroforetische mobiliteit )( effµ genoemd terwijl de eerste de absolute 
elektroforetische mobiliteit )( absµ  is. Dit fenomeen is vooral merkbaar bij zwakke elektrolyten 
wanneer de pH van de oplossing de pKa-waarde benadert daar de elektrolyten dan slechts 
gedeeltelijk gedissocieerd zijn. Op die manier kunnen twee componenten die bij volledige lading 
dezelfde mobiliteit bezitten door pH-controle toch van elkaar worden gescheiden (Figuur 3.1). 
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Figuur 3.1 Mobiliteit )( absµ  van twee zwakke zuren in functie van de pH (α = dissociatiegraad) 
 
3.2.3. Elektro-osmotische stroom (EOF) 
 
3.2.3.1. Definitie 
 
Een belangrijk fenomeen in CE is de elektro-osmotische stroom (Electro Osmotic Flow of EOF). 
De EOF is de bulkstroom van vloeistof in het capillair en is het gevolg van de migratie van een 
diffuse laag tegenionen, tegen de capillaire wand. Er ontstaat een ladingsseparatie tussen wand 
en het elektroforetische medium. Dit geeft aanleiding tot een elektrische dubbellaag met een 
eigen ζ-potentiaal. In CE, waar bijna steeds fused silica (hoogzuiver amorf SiO2) capillairen 
worden gebruikt, betreft het de dissociatie van de protonen van de silanolfuncties op het 
inwendige oppervlak van het capillair die migreren naar de kathode en de vloeistofinhoud van 
het capillair met zich meeslepen (Figuur 3.2). 
 
 
 
Figuur 3.2 Weergave van de EOF  
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De mobiliteit of de grootte van de EOF, EOFµ , kan analoog aan voorgaande paragraaf berekend 
worden en hieruit volg de elektro-osmotische snelheid EOFv : 
 
Eµv ⋅= EOFEOF                                                 (vgl. 3.6) 
 
De snelheid van de EOF kan bepaald worden aan de hand van de migratietijd van een neutrale 
merkstof (EOF-merker). De EOF wordt gekarakteriseerd door een vlak stroomprofiel, in 
tegenstelling tot een door een externe druk veroorzaakt parabolisch stroomprofiel (Figuur 3.3) 
zoals in hoge druk vloeistofchromatografie (High Performance Liquid Chromatography; HPLC). 
Dit vlak stroomprofiel is voordelig vermits het weinig aanleiding geeft tot dispersie van de 
verschillende zones in oplossing of dus piekverbreding. 
 
 
 
Figuur 3.3 Verschil tussen het stroomprofiel en de corresponderende zone in de oplossing voor een 
elektro-osmotische stroming en laminaire (parabolische) stroming  
    
3.2.3.2. Factoren die de EOF beïnvloeden 
 
Vermits een groot deel van deze doctoraatsstudie handelt over de optimalisatie van een 
buffersysteem voor de scheiding van het Zn-bevattend eiwit A. hydrophila Zn beta-lactamase 
van vrije Zn2+-ionen, worden de factoren die de EOF beïnvloeden hier besproken. 
  
De factor met de grootste invloed op de EOF is de pH van het elektroforetische medium 
(buffer). Vermits de pKa-waarde van de silanolgroepen van de fused silica wand ongeveer 5,5 
is, zijn bij lage pH, tot ongeveer pH = 3,5 praktisch geen geladen groepen aanwezig op de 
silicawand zodat geen ladingsseparatie optreedt, wat op zijn beurt resulteert in een zeer lage 
EOF. Bij hogere pH-waarden worden steeds meer silanolgroepen gedeprotoneerd waardoor de 
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EOF systematisch verhoogt en bij pH ≥ 9 zijn alle silanolgroepen gedeprotoneerd, resulterend in 
een maximale, constante EOF. Het resultaat is een S-vormige curve bij uitzetten van EOFµ  in 
functie van de pH (Figuur 3.4). 
 
 
Figuur 3.4 EOFµ  van ‘fused silica’ in functie van de pH van het elektroforetische medium  
 
Een andere belangrijke factor die invloed heeft op de EOF is de temperatuur. Daar η  daalt in 
functie van de temperatuur, stijgt de EOF bij toenemende temperatuur. Anderzijds, wanneer de 
ionensterkte van het elektroforetische medium stijgt, neemt de ζ-potentiaal af en daalt de EOF. 
Een laatste factor die een invloed kan hebben op de grootte van de EOF is de inwendige 
diameter van het capillair. Deze factor wordt slechts van belang wanneer de inwendige 
diameter van het capillair te groot wordt (> 100 µm). 
 
3.2.3.3. EOF-controle 
 
Meestal is de EOF voordelig (kortere migratietijden), maar dient toch gecontroleerd te worden. 
Bij hoge pH is het bijvoorbeeld mogelijk dat de EOF te snel is zodat de scheiding onvoldoende 
is. Praktisch gezien kunnen de grootste veranderingen in EOF teweeggebracht worden door de 
pH van de gebruikte buffer te variëren. Een andere mogelijkheid is het toevoegen van 
organische componenten (zoals hydroxyethylcellulose) aan de scheidingsbuffer. Deze 
componenten spelen in op de viscositeit. Hoe meer organische componenten, hoe groter de 
viscositeit en hoe lager de EOF. Onverwachte veranderingen in de EOF kunnen veelal 
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toegeschreven worden aan een gewijzigde ionensterkte [Van Orman B.B.,1990; Vindevogel J., 
1991]. 
  
3.2.4. Andere karakteristieken 
 
3.2.4.1. Migratietijd 
 
De tijd die een component nodig heeft om te migreren naar het punt van detectie wordt de 
migratietijd ( mt ) genoemd en wordt gegeven door het quotiënt van de afgelegde afstand ( l ) en 
de snelheid. De totale mobiliteit aµ  (apparente mobiliteit) kan berekend worden aan de hand 
van de relatie tussen migratietijd, aangelegde spanning, totale lengte van het capillair en de 
effectieve lengte van het capillair (lengte tot de detector). 
 
m
a
tV
Ll
µ
⋅
⋅
=                                           (vgl. 3.7) 
met EOFea µµµ +=   
          V  = aangelegde spanning 
      L  = totale lengte van capillair (zie Figuur 3.6) 
      l    = effectieve lengte capillair (zie Figuur 3.6) 
mt  = migratietijd 
 
Met behulp van migratietijden van de verschillende componenten en de elektro-osmotische 
mobiliteit EOFµ  is het dus mogelijk om via vgl. 3.7 elektroforetische mobiliteiten te berekenen. 
 
3.2.4.2. Efficiëntie 
 
Bij CE wordt de scheidingsefficiëntie uitgedrukt door middel van het plaatgetal N  dat 
gerelateerd is aan de migratietijd ( mt ) en de piekverbreding (σ ): 
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                                (vgl. 3.8) 
 
Hierbij is σ  de standaardafwijking, 1/2w  de piekbreedte op halve hoogte waarvoor geldt dat 
σ⋅= 35,21/2w  en bw  de piekbreedte aan de basis waarbij ook geldt dat σ⋅= 4bw .  
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In CE wordt de efficiëntie hoofdzakelijk bepaald door longitudinale diffusie van de componenten 
( m
2 2 tD ⋅⋅=σ met D = diffusiecoëfficiënt van de component). Door het vlak stroomprofiel is er 
geen extra piekverbreding zoals in drukgedreven scheidingstechnieken zoals HPLC. Hierdoor is 
de efficiëntie (plaatgetal N) groter in elektrogedreven analysetechnieken.  
 
3.2.4.3. Resolutie 
 
De mate waarin twee pieken van elkaar gescheiden zijn, wordt de resolutie genoemd. De 
resolutie van een scheiding wordt berekend aan de hand van volgende vergelijking: 
)(
)(
2
b2b1
m1m2
S
ww
tt
R
+
−
⋅=                                                (vgl. 3.9) 
Met =bw  breedte aan de basislijn (min) 
        =mt  migratietijd (min)      
 
3.3. Capillaire zone elektroforese (CZE) 
 
3.3.1. Inleiding 
 
CE kan onderverdeeld worden in een aantal subcategorieën: 
• capillaire zone elektroforese (CZE) 
• micellaire elektrokinetische chromatografie (MEKC) 
• capillaire gelelektroforese (CGE) 
• capillaire isoëlektrische focussering (CIEF) 
• capillaire isotachoforese (CITP) 
• capillaire elektrochromatografie (CEC) 
 
Capillaire zone elektroforese is de meest gebruikte techniek in capillaire elektroforese. Het is de 
meest eenvoudige vorm van CE, hoofdzakelijk omdat het capillair enkel gevuld wordt met 
buffer. Met zone elektroforese wordt bedoeld dat de geleidende eigenschappen van het 
systeem bepaald worden door een achtergrondelektrolyt waarin de monstercomponenten 
aparte zones vormen die migreren met een verschillende snelheid. In CZE zijn twee 
mechanismen verantwoordelijk voor de beweging van ionen in het capillair: elektro-osmose en 
elektroforese. De totale, geobserveerde of apparente mobiliteit ( aµ ) is de vectoriële som van de 
elektro-osmotische ( EOFµ ) en de elektroforetische mobiliteit ( eµ ) van de ionen. Het achtergrond-
elektrolyt creëert een constant elektrisch veld over het capillair, waardoor monsterionen 
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migreren met een lineaire snelheid die evenredig is met hun totale mobiliteit. Het principe is 
voorgesteld in Figuur 3.5. Bij aanleggen van een potentiaalverschil tussen de beide elektroden, 
bewegen de ionen elk met hun karakteristieke snelheid Eµv ⋅= e . Vermits de mobiliteiten van 
de ionen onderling verschillen, wordt een scheiding verkregen van de verschillende species. 
Het achtergrondelektrolyt voorkomt de vorming van niet-geleidende ruimtes tussen de 
gescheiden zones. CZE laat de gelijktijdige scheiding toe van kationen en anionen. Neutrale 
stoffen worden niet van elkaar gescheiden en elueren samen met de EOF. De meeste 
toepassingen van CZE situeren zich op het gebied van scheidingen van biomacromoleculen 
zoals proteïnen en peptiden of DNA-fragmenten. CZE kan echter ook gebruikt worden voor de 
scheiding van zowel organische als anorganische anionen en kationen.  
 
                                        
 
Figuur 3.5 Illustratie van CZE: voordat een potentiaalverschil aangelegd wordt (t = 0), bevinden alle 
species zich in dezelfde zone; nadat een potentiaalverschil aangelegd werd, op tijdstip t > 0, bevinden de 
verschillende componenten zich in verschillende zones, die met een verschillende snelheid bewegen 
 
3.3.2. Basisinstrumentatie 
 
De diverse gebruiksmodi van CE kunnen met dezelfde basisinstrumentatie uitgevoerd worden. 
Deze bestaat uit een hoogspanningsbron, een injectiesysteem, een capillaire kolom, 
bufferreservoirs en een detector (Figuur 3.6). 
Het scheidingsproces vindt plaats in een fused silica capillair (inwendige diameter ≤ 100 µm, 
lengte ≤ 100 cm) dat gevuld wordt met een elektrolyt. Het capillair is aangebracht tussen twee 
buffervaatjes waarin zich de elektroden bevinden die verbonden zijn met een ompoolbare 
hoogspanningsbron (max. 30 kV) die als drijvende kracht dienst doet. De capillairen zijn aan de 
buitenkant bedekt met een polyimidelaag zodat ze minder gemakkelijk breken. In het geval van 
de meest gebruikte detectiemethoden, namelijk ultraviolet- en fluorescentiespectroscopie, wordt 
een klein gedeelte van de beschermende polyimidelaag aan één van de uiteinden van het 
capillair verwijderd, zodat “on-column” detectie mogelijk wordt. De optische weglengte wordt 
bepaald door de inwendige diameter van het capillair en is dus veel kleiner dan in de klassieke 
detectoren zoals gebruikt in de vloeistofchromatografie. Om de operator te beschermen tegen 
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eventueel contact met de hoogspanning, wordt het hele scheidingssysteem afgeschermd, 
waarbij de stroom onderbroken wordt als deze bescherming wordt geopend. 
 
Het gebruik van fused silica capillairen heeft belangrijke voordelen: eenvoud, lage kostprijs en 
lange levensduur. Afhankelijk van de toepassing kan de binnenwand van het capillair bedekt 
worden om de EOF te onderdrukken. Vooral polyvinylalcohol (PVA) of polyacrylamide (PAA) 
worden hiertoe gebruikt. 
 
De ideale eigenschappen voor een capillair, gebruikt voor capillaire elektroforese, zijn 
chemische en elektrische inertie, UV-transparantie, flexibiliteit, robuustheid en een lage 
kostprijs. Fused silica voldoet aan de meeste van deze eisen en daarom werden dergelijke 
capillairen in dit werk gebruikt. Als een capillair voor het eerst in gebruik genomen wordt, dient 
het gepreconditioneerd te worden. In dit werk werd het capillair dagelijks vóór het gebruik 3 
maal gedurende 20 min gespoeld met achtereenvolgens: 1 mol⋅L-1 KOH om geadsorbeerde 
deeltjes aan de wanden te verwijderen en om de silanolgroepen te deprotoneren, milli-Q water 
en scheidingsbuffer. Om een goede reproduceerbaarheid voor de scheiding te bekomen, is het 
noodzakelijk dat een reproduceerbaar silica-oppervlak verkregen wordt. Hiertoe werd het 
capillair vóór elke meting gepreconditioneerd als volgt: 0,1 mol⋅L-1 KOH gedurende 0,5 min, 
milli-Q water gedurende 1 min en scheidingsbuffer gedurende 4 min. 
 
 
 
Figuur 3.6 Schematische weergave van de basisinstrumentatie voor CE (CE-UV) 
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In een gedeelte van de experimenten in dit werk werd gebruik gemaakt van CE met UV-
detectie. Hierbij worden de uiteinden van het capillair in buffervaatjes gedompeld. In geval CE 
gebruikt wordt met ICP-MS-detectie bevindt het capillaire uiteinde zich niet langer in een 
buffervaatje, maar is het rechtstreeks verbonden met de microconcentrische verstuiver van de 
CE-ICP-MS interface (hoofdstuk 4) en wordt het elektrische circuit gesloten d.m.v. een geaarde 
Pt-elektrode en een make-up vloeistofstroom.  
 
3.3.2.1. Monsterintroductie 
 
Miniaturisatie in elektrogedreven scheidingsmethoden brengt een beperking mee wat betreft de 
monsterintroductie. Enkel zeer kleine monstervolumes, in de nanoliter orde, kunnen op het 
capillair gebracht worden om een hoge efficiëntie te verzekeren. Monsterintroductie kan op 
twee manieren gebeuren: door elektromigratie (elektrokinetische introductie) of door hydro-
dynamische introductie. Tijdens de introductie wordt het buffervaatje aan de inlaat van het 
capillair vervangen door het monstervaatje. Bij elektrokinetische introductie wordt tijdens de 
introductie een spanning aangelegd en wordt het monster hierdoor in het capillair gebracht door 
de combinatie van de elektro-osmotische en de elektroforetische bewegingsstroom. Bij 
hydrodynamische introductie wordt het monster in het capillair gebracht door het aanleggen van 
een drukverschil tussen de in- en uitlaat van het capillair. Dit drukverschil kan bekomen worden 
door een hoogteverschil tussen monster en tegenvat (hevelen), door druk uit te oefenen op de 
vloeistof in het monstervat of door een onderdruk aan het uiteinde van het capillair aan te 
leggen. Bij het Agilent Technologies CE-systeem dat in dit werk werd gebruikt, wordt dit 
drukverschil gecreëerd door een uitwendige druk aan te leggen op de vloeistof in het 
monstervaatje. Hydrodynamische monsterintroductie wordt meer gebruikt omdat hierbij geen 
discriminatie optreedt tussen de monstercomponenten, in tegenstelling tot elektrokinetische 
introductie. 
 
Voor beide introductiemethodes kan de geïnjecteerde hoeveelheid monster injQ  berekend 
worden uit de injectielengte injl  en de concentratie van het monster injc . De injectielengte is 
proportioneel met de introductietijd injt  en de snelheid van de injectieplug injv  [Rose D.J., 1988]. 
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waarbij cd  de inwendige diameter van het capillair voorstelt. 
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In het geval van elektrokinetische introductie, kan de snelheid van de monstermoleculen alleen 
maar betrouwbaar berekend worden wanneer het monster opgelost is in de gebruikte buffer. In 
dit geval is de snelheid evenredig met de mobiliteit aµ .  
 
In het geval van hydrodynamische introductie wordt de snelheid van de monsterplug bepaald 
door de Hagen-Poiseuille vergelijking [Vindevogel J., 1992]: 
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met tL  de totale lengte van het capillair en injP∆  het drukverschil over het capillair. De 
geïnjecteerde hoeveelheid wordt bepaald door: 
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Bij introductie door hevelen wordt het drukverschil gegeven door: 
 
ghρP ⋅∆⋅=∆ inj                                       (vgl. 3.13) 
 
waarbij ρ  de dichtheid van de oplossing is, injh∆  het hoogteverschil tussen de in- en uitlaat van 
het capillair en g  de gravitatieversnelling (9,81 m⋅s-2). De geïnjecteerde hoeveelheid bedraagt 
dan: 
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Uit vgl. 3.14 blijkt hoe belangrijk het is injh∆  tijdens de scheiding zo klein mogelijk te houden 
zodat geen hydrodynamische stroom gecreëerd wordt die bijdraagt tot zoneverbreding en die 
de migratietijden zou vervalsen. 
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3.3.2.2. Detectie 
 
UV-detectie 
 
UV-absorptie is het meest gebruikte detectiesysteem in CE. UV-detectie gebeurt rechtstreeks in 
het capillair via een detectievenster dat ontstaat door het verwijderen van de beschermende 
polyimidelaag van het fused silica capillair over enkele millimeters. Het Agilent 3D CE-systeem 
laat toe om spectra continu te registreren door aanwezigheid van een diode array detector 
(DAD). In een deel van de uitgevoerde experimenten voor de stoichiometrische bepaling van Zn 
gebonden aan het Aeromonas hydrophila Zn beta-lactamase werd uitsluitend UV-detectie 
gebruikt doordat de on-line koppeling van CE met ICP-MS op dat ogenblik nog niet kon 
gerealiseerd worden. Met UV-detectie kon uiteraard alleen het eiwit worden gedetecteerd en 
niet het vrije of eiwitgebonden Zn, maar op deze wijze kon evenwel relevante informatie 
verworven worden omtrent de adsorptie van het eiwit aan de wand van het fused silica capillair. 
CE met ICP-MS-detectie wordt uitgebreid behandeld in hoofdstuk 4. Alhoewel UV-detectoren 
de meest gebruikte zijn, vertonen zij twee grote nadelen: (i) de lage gevoeligheid die voortvloeit 
uit de kleine optische weglengte en (ii) de gebogen detectorcel wat leidt tot gevoeligheidsverlies 
door brekingsindexeffecten [Vindevogel J., 1988]. Volgens de wet van Beer is de optische 
absorptie van een monster recht evenredig met de optische weglengte waardóór de absorptie 
wordt gemeten. In CE wordt deze lengte bepaald door de inwendige diameter van het capillair 
(< 100 µm). De detectielimiet varieert van 10-4 tot 10-7 mol⋅L-1. Dit is een gevolg van de 
miniaturisatie waarbij gevoeligheid opgeofferd wordt ten voordele van scheidingsefficiëntie. 
Verscheidene pogingen, gebaseerd op een uitbreiding van de weglengte, werden ondernomen 
om de gevoeligheid van UV-absorptie te verhogen. De meest logische benadering om een 
grotere weglengte te bekomen is door een wijder capillair te gebruiken. Logischerwijze is dit 
beperkt door de stroomverhoging die in deze capillairen wordt ontwikkeld vermits een grotere 
inwendige diameter van het capillair aanleiding geeft tot een lagere oppervlakte/volume 
verhouding en dus tot een minder efficiënte warmte-uitwisseling met de omgeving, wat op zijn 
beurt dan weer resulteert in een hogere elektrische stroom in het capillair. De oplossing bestaat 
erin het capillair enkel te verwijden aan het detectiegedeelte. Speciaal ontworpen capillairen, de 
zogenaamde “bubbel cel” capillairen, met 3 tot 5 maal verhoogde inwendige diameter, over een 
afstand van 1 mm werden op de markt gebracht. Daar de verwijding enkel gelokaliseerd is in 
het detectiegebied, is er geen verhoging van de elektrische stroom binnenin het capillair. 
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Indirecte UV-detectie 
 
Bij indirecte UV-detectie wordt een UV-absorberende component aan de scheidingsbuffer 
toegevoegd. Dit veroorzaakt een hoog achtergrondsignaal. Niet UV-actieve monstermoleculen 
zullen een deel UV-absorberend achtergrondelektrolyt vervangen, wat een daling van het 
achtergrondsignaal betekent. Dit manifesteert zich als een negatieve piek. De respons wordt 
dus eerder veroorzaakt door de afwezigheid van UV-actief achtergrondelektrolyt dan door de 
aanwezigheid van monster [Yeung E.S., 1989]. 
 
Andere detectietechnieken 
 
De overgrote meerderheid van de toepassingen in CE wordt uitgevoerd met optische 
detectietechnieken (UV-absorptie en fluorescentie). Andere detectiemethoden werden 
besproken in de literatuur, doch vertonen een beperkt toepassingsgebied. Elektrogedreven 
scheidingsmethoden in combinatie met massaspectrometrie geven de beste perspectieven. 
Een overzicht van gebruikte detectiemethoden in CE wordt gegeven in Tabel 3.1 [Li 
S.F.Y.,1992; Grossman P.D.,1992; Jorgenson J.W., 1981; Olivares J.A., 1987; Mikkers F.E.P., 
1979; Wang T., 1991; Grant I., 1990; Chervet J.P., 1991; Heiger D.N., 1992; Hjertén S., 1987; 
Wu S., 1989; Xu M., 1989; Chen C.Y., 1989; Chen C., 1988; Wu J., 1991; Deml M., 1985; 
Virtanen R., 1974; Wallingford R.A., 1987; Petoney S., 1989].  
 
Voor meer informatie betreffende deze detectietechnieken wordt verwezen naar de 
gespecialiseerde literatuur [Li S.F.Y.,1992; Grossman P.D.,1992]. 
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Tabel 3.1  Detectietechnieken in CE en hun detectielimieten 
 
 
 
3.4. CZE - ICP - MS 
 
Het in dit werk gebruikte CE-toestel is een Agilent Technologies 3D Capillary Electrophoresis 
System (Palo Alto, CA, USA) (Figuur 3.7). Dit CE-systeem is in hoge mate geautomatiseerd en 
heeft een ingebouwde UV-detector. Alle vaatjes bevinden zich in één carrousel en via de 
software worden de correcte vaatjes aan de in- en uitlaat van het capillair geplaatst. Het capillair 
bevindt zich in een zogenaamde cassette.  
 
Het Agilent Technologies 3D CE-toestel bezit enkele extra opties: 
• collectie van gescheiden monsterfracties is mogelijk en programmeerbaar via het software 
programma ‘Chemstation’; 
• het toestel is uitgerust met een systeem om automatisch de bufferoplossingen te verversen; 
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• het toestel biedt de mogelijkheid om simultaan naast het aanleggen van een potentiaal-
verschil, een druk tot 5 kPa uit te oefenen op de introductiekant van het capillair, zodat de 
gescheiden monsterzones sneller de detector bereiken; 
• gedurende de analyse kan een potentiaal- of stroomgradiënt geprogrammeerd worden; 
• het toestel kan aan een massaspectrometer gekoppeld worden zonder instrumentele aanpas-
singen; hiervoor is wel een interface tussen beide toestellen vereist (commercieel verkrijgbaar 
voor ESI-MS en ICP-MS). 
 
 
 
Figuur 3.7 Agilent Technologies 3D Electrophoresis System 
 
Het Agilent Technologies CE-toestel biedt plaats aan maximum 48 monster- of 
bufferoplossingen. De reservoirs voor monster- en bufferoplossing kunnen afgesloten worden 
om verdamping tegen te gaan. Introductie van het monster kan elektrokinetisch of 
hydrodynamisch gebeuren. In dit werk werd enkel gebruik gemaakt van hydrodynamische 
introductie. Dit gebeurt door gedurende enkele seconden (meestal 0,5 tot 10) een druk uit te 
oefenen op de oplossing in het monstervaatje, meestal tussen 2,5 en 10 kPa. Het volume 
monster dat zo op het capillair gebracht wordt, is afhankelijk van de capillaire dimensies, de 
viscositeit van de buffer in het capillair, de uitgeoefende druk en de introductieduur. De 
geïntroduceerde hoeveelheid monster kan berekend worden via de Hagen-Poiseuille 
vergelijking (zie vgl. 3.12). De temperatuur van het capillair moet nauwkeurig gecontroleerd 
worden (± 0,1°C) om een reproduceerbare monsterintroductie te verkrijgen. Bij dit CE-toestel 
[Schaumlöffel D., 1999]. De elektrode van het CE-toestel is hol. Het capillair wordt in deze 
elektrode en bijgevolg zo in de oplossing gebracht. Het toestel bezit een gelijkstroom-
hoogspanningsbron waarmee een potentiaalverschil tot 30 kV kan aangelegd worden over het 
capillair. De polariteit van de hoogspanningsbron is omkeerbaar. De UV-detectie wordt 
uitgevoerd met behulp van een ingebouwde diode-array detector (DAD).  
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Bij de koppeling van CE met ICP-MS wordt een variant van de oorspronkelijke cassette gebruikt 
die tevens commercieel beschikbaar is en die toelaat om het capillair buiten de CE-eenheid te 
brengen. Omwille van de thermostatisering van het capillair is het hierbij belangrijk dat een zo 
klein mogelijke lengte van het capillair de CE-eenheid verlaat. Koppeling van de CE-eenheid 
aan het ICP-MS-toestel via een commercieel verkrijgbare interface wordt besproken in 
hoofdstuk 4. 
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4.1. Inleiding 
 
De laatste jaren zijn verscheidene pogingen ondernomen om een interface voor de on-line 
koppeling van CE met ICP-MS te ontwikkelen [Barnes R.M., 1998]. Deze interfaceconstructies 
zijn meestal gebaseerd op het gebruik van pneumatische verstuivers (Pneumatic Nebulizer of 
PN), directe injectie verstuivers (Direct Injection Nebulizer of DIN) of ultrasone verstuivers 
(Ultrasonic Nebulizer of USN). Algemeen kan gesteld worden dat een CE-ICP-MS interface 
moet voldoen aan de volgende drie hoofdvereisten: 
• de interface moet een elektrische connectie voorzien zodat een stabiele elektrische 
stroom wordt geleverd voor het bekomen van reproduceerbare elektroforetische 
scheidingen; 
• de interface moet het debiet van de buffer binnenin het CE-capillair aanpassen aan het 
debiet van de verstuiver. Typische debieten van de buffer binnenin het capillair hebben 
een waarde tussen 0,1 en 0,9 µL·min-1, afhankelijk van de dimensies van het capillair en 
de aangelegde spanning, terwijl het debiet van een commerciële concentrische 
verstuiver (Meinhard) ligt tussen 100 en 1000 µL·min-1 en deze van microconcentrische 
verstuivers tussen 10 en 100 µL⋅min-1; 
• de interface moet de laminaire of parabolische stroom veroorzaakt door suctie-effecten 
van de verstuiver binnenin het CE-capillair voorkomen. De verstuiver werkt immers via 
zelfaanzuiging van de make-up vloeistof (t.g.v. het Venturi-effect) en er moet dus 
vermeden worden dat deze aanzuiging zich tot in het CE-capillair laat voelen hetgeen 
een laminaire stroom binnenin het CE-capillair zou kunnen veroorzaken. Het optreden 
van dergelijke laminaire stroom vormt mogelijk een groot probleem omdat de hoge 
scheidingsefficiëntie van CE hierdoor kan verloren gaan. 
 
Olesik et al. construeerde een interface die gebaseerd was op een standaard concentrische 
verstuiver en waarin het CE-capillair bedekt was met een laagje zilververf voor elektrisch 
contact [Olesik J.W., 1995]. Kinzer et al. beschreef een verdere ontwikkeling van boven-
genoemde interfaceconstructie, waarbij een conventionele concentrische verstuiver gebruikt 
werd en waarbij de elektrische verbinding tot stand kwam door middel van een make-up 
vloeistofstroom [Kinzer J.A., 1996]. Andere interfaceconstructies, gebaseerd op standaard 
[Majidi V., 1998] of hoge efficiëntie concentrische verstuivers [Sutton K.L., 1998], cross-flow 
verstuivers [Majidi V., 1998] en traditionele microconcentrische verstuivers [Taylor K.A., 1998; 
Mei E., 1997; Van Holderbeke M., 1999] werden gerapporteerd. In al deze gevallen werd het 
elektrische contact verwezenlijkt door een make-up vloeistofstroom die de bijkomende rol kreeg 
van het aanpassen van het debiet binnenin het CE-capillair aan het debiet van de verstuiver. In 
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verscheidene benaderingen om het probleem van de laminaire stroming binnenin het CE-
capillair op te lossen, werden pompen gebruikt voor transport van de make-up vloeistof en die 
zorgden voor een tegendruk op het CE-capillair. Lu et al. [Lu Q.H., 1996] en later Taylor et al. 
[Taylor K.A., 1998] oefenden een negatieve druk uit op het inlaatvaatje van het CE-systeem om 
op deze wijze voor de laminaire stroming te compenseren. In al deze gevallen moest een 
gevoelig evenwicht tussen de uitwendig aangelegde druk enerzijds en de laminaire stroming 
anderzijds gezocht worden. Liu et al. beschreef een efficiënte interface gebaseerd op een 
directe injectie verstuiver die geen laminaire stroming of tegendruk veroorzaakte tijdens de 
elektroforetische scheiding [Liu Y., 1995]. Een andere benadering werd voorgesteld door 
Michalke en Schramel, waarbij een tweestapsproces werd gebruikt: in een eerste stap werden 
de analieten gescheiden in een capillair door elektroforese en in een tweede stap werden de 
gescheiden analieten onder invloed van een aangelegde druk naar de verstuiver gespoeld 
[Michalke B., 1997]. Een interface gebaseerd op een ultrasoonverstuiver werd beschreven door 
Lu en Barnes [Lu Q.H., 1996] en later ook door Kirlew et al. [Kirlew P.W., 1998]. Het voordeel 
van deze constructie is dat de verstuiver geen suctie-effecten veroorzaakt, maar in tegenstelling 
tot het gebruik van een pneumatische verstuiver, werd hier een grotere achtergrondruis 
geobserveerd. De interfaces die tot nog toe ontwikkeld werden, vertonen niet zelden belangrijke 
tekortkomingen (te sterke verdunning van het CE-effluent, beperking van de haalbare resolutie, 
weinig robuuste constructies). 
 
In dit werk werd gebruik gemaakt van een CEI-100 interface die in 1999 door Dirk Schaumlöffel 
en Andreas Prange werd geïntroduceerd en door CETAC werd gecommercialiseerd 
[Schaumlöffel D., 1998; Schaumlöffel D., 1999; Prange A., 1999]. Een grondige evaluatie van 
deze CE-ICP-MS interface werd tijdens dit onderzoek doorgevoerd. In dit hoofdstuk worden de 
set-up en eigenschappen van deze interfaceconstructie besproken evenals de optimalisatie van 
parameters zoals verstuivergasdebiet en samenstelling van de make-up vloeistof.  
 
4.2. Set-up en componenten van de CEI-100 interface  
 
De CEI-100 interface (zie Figuren 4.1, 4.2, 4.3 en 4.4) [Schaumlöffel D., 1998; Schaumlöffel D., 
1999; Prange A., 1999] is gebaseerd op een gemodificeerde microconcentrische verstuiver 
(MCN-100, CETAC, Omaha, USA). Het verschil tussen de commerciële MCN-100 en de MCN 
van de CEI-100 interface is de nauwere inwendige diameter van het verstuivercapillair. Op deze 
wijze worden vloeistofdebieten tussen 2 en 12 µL⋅min-1 mogelijk en wordt het suctie-effect van 
de verstuiver geminimaliseerd. De verstuiver is verbonden met een uit poly-ether-etherketon 
(PEEK) vervaardigd dwarsstuk dat voorzien is van twee horizontale fittings, één voor de Pt-
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elektrode en een tweede voor de make-up vloeistof, en een verticale fitting voor het CE-
capillair. De make-up vloeistof wordt getransporteerd door zelfaanzuiging van de verstuiver en 
wordt na de elektroforetische scheiding gemengd met de CE-buffer op het einde van het CE-
capillair. Op deze wijze voorziet de make-up vloeistof de elektrische verbinding voor de 
elektroforese en tegelijk verwezenlijkt de make-up vloeistof een aanpassing van het debiet van 
de EOF aan het stroomdebiet van de verstuiver. 
Om een optimale verstuiving te bewerkstelligen, kan de positie van het verstuivercapillair 
aangepast worden, onafhankelijk van de positie van het CE-capillair. De vernieuwing in het 
ontwerp, t.o.v. vroegere interfaceconstructies, is dat de dimensies van het verstuivercapillair 
geoptimaliseerd werden om de negatieve druk op het einde van het CE-capillair te 
minimaliseren en aldus elke laminaire stroming binnenin het CE-capillair te voorkomen. Op 
deze wijze zijn geen pompen of negatieve druk aan de inlaat van het capillair nodig om voor de 
laminaire stroming te compenseren. De verstuiver wordt in een verstuiverkamer met een laag 
dood volume gebracht om piekverbreding van de CE-signalen te minimaliseren. De verstuiver-
kamer is via een teflonbuis verbonden met de ICP-MS-toorts. Gedurende de monsterintroductie 
moet het verstuivergas niet uitgeschakeld worden, wat een stabiele werking van de ICP-
massaspectrometer toelaat. Een schematische voorstelling van de volledige CE-UV-ICP-SF-
MS-eenheid wordt gegeven in Figuur 4.1. Figuur 4.2 geeft de CEI-100 interface weer en Figuur 
4.3 geeft een gedetailleerde schematische voorstelling van de CEI-100 interface.  
 
 
Figuur 4.1 Schematische voorstelling van de CE-ICP-SF-MS-eenheid 
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Figuur 4.2  CEI-100 interface (CETAC Technologies) 
 
 
 
 
 
                                  (a)                                                                                     (b) 
Figuur 4.3  Schematische voorstelling van de CEI-100 interface: (a) vooraanzicht en (b) zijaanzicht 
 
Argon 
CE  Naar  
ICP-MS 
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De gemodificeerde microconcentrische verstuiver (2) wordt door een steunplaat (1) op zijn 
plaats gehouden en wordt met een schroef (9) vastgezet. Het dwarsstuk (3) is verbonden met 
de verstuiver. Het CE-capillair (17) wordt bovenaan in het dwarsstuk gebracht. De aardings-
kabel (Pt-elektrode) (18 in Figuur 4.3 (a), 4 in Figuur 4.3 (b) en Figuur 4.4), die verbonden is 
met het dwarsstuk, wordt in de daarvoor voorziene plug (5) gebracht. Tegenover de 
aardingskabel is het slangetje (6) in het dwarsstuk gesitueerd dat instaat voor de aanzuiging 
van de make-up vloeistof. Dit slangetje wordt in het vaatje (7) met make-up vloeistof gebracht. 
Aan de hand van een vaatjesmerker (8) wordt het vloeistofniveau in het vaatje met make-up 
vloeistof vastgelegd. De schroeven (14) zetten de vaatjes in de steunplaat vast. De verstuiver is 
verbonden met een verstuiverkamer (10). De transferlijn (11) verbindt de verstuiverkamer met 
de ICP-MS-toorts en bestaat uit een teflonbuis (i.d. 4 mm). Het verstuivergas (12) wordt 
aangevoerd aan de zijkant van de verstuiver. Het niveau van de volledige steunplaat kan 
eenvoudig aangepast worden door het losdraaien van twee schroeven (13) en wijzigen van de 
plaatpositie door de plaat te bewegen in een gleuf. Een bijkomende fitting (15) doet dienst als 
houder voor het dwarsstuk in geval het verwijderd wordt van de verstuiver. Door verbinden van 
een afvoerbuisje (16) met deze fitting kan het dwarsstuk afzonderlijk gespoeld worden (b.v. met 
behulp van een peristaltische pomp). Figuur 4.4 toont een gedetailleerd overzicht van de 
verstuiver en het dwarsstuk van de CEI-100 interface. Het CE-capillair (17) wordt via fitting (19) 
tot op punt (21) aan het begin van het verstuivercapillair (20) gebracht. Tussen het 
verstuivercapillair en het CE-capillair dient een opening (22) te worden voorzien die zo klein 
mogelijk moet gehouden worden om extra dood volume en dus piekverbreding te vermijden. 
Fitting (19) wordt vastgeschroefd om het CE-capillair in de juiste positie tegenover het 
verstuivercapillair te houden. Om hydrodynamische stroming te vermijden moeten de in- en 
uitlaat (23) van het CE-capillair zich op hetzelfde niveau bevinden. 
 
 
 
 
Figuur 4.4  Schematische voorstelling van verstuiver (2 in Figuur 4.3) en dwarsstuk (3 in Figuur 4.3) van 
de CEI-100 interface 
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4.3. Evaluatie van de CEI-100 interface 
 
4.3.1. Samenstelling van de make-up vloeistof 
 
Niettegenstaande in de literatuur [Prange A., 1999; Schaumlöffel D., 1999] verdund salpeter-
zuur (1,5 % m/V) als make-up vloeistof werd aangewend, leidde het gebruik hiervan tot een 
snelle toename van de elektrische stroom binnenin het CE-capillair. Bijgevolg werd verdund 
salpeterzuur hier niet gebruikt als make-up vloeistof in de CE-ICP-MS experimenten. Als make-
up vloeistof werd daarentegen meestal een oplossing gekozen met dezelfde samenstelling als 
de CE-scheidingsbuffer. Uiteraard was het aangewezen om buffers te gebruiken die zo weinig 
mogelijk afzetting gaven op de sampling cone en de skimmer van het ICP-MS-toestel. Daarom 
werd bij gebruik van bufferadditieven in de CE-scheidingsbuffer steeds nagegaan of het 
weglaten van het additief in de make-up vloeistof de stabiliteit van de ontwikkelde elektrische 
stroom beïnvloedde. Indien dit niet het geval was, werd het additief (b.v. natriumfytaat) niet aan 
de make-up vloeistof toegevoegd.  
 
4.3.2. Optimalisatie van het verstuivergasdebiet en bepaling van het make-up 
vloeistofdebiet  
 
Het verstuivergasdebiet dat op zijn beurt het make-up vloeistofdebiet bepaalt, dient enerzijds 
laag gehouden te worden om condensatie in de verstuiverkamer te vermijden, maar dient 
anderzijds voldoende hoog te zijn om een voldoende introductie-efficiëntie en bijgevolg 
voldoende gevoeligheid te garanderen. De verstuiving dient eveneens zo stabiel mogelijk te zijn 
om een goede herhaalbaarheid van de signaaloppervlakten en migratietijden te verkrijgen. Uit 
de literatuur bleek dat beneden een make-up vloeistofdebiet van 2 µL⋅min-1 de verstuiving 
onstabiel was en boven 11 µL⋅min-1 trad condensatie in de verstuiverkamer op [Schaumlöffel D., 
1999]. De intensiteit van het signaal van een merkelement in de make-up vloeistof stijgt lineair 
met het verstuivergasdebiet, terwijl de precisie van de signaaloppervlakte optimaal is tussen 4 
en 6 µL⋅min-1 [Schaumlöffel D., 1999].   
Het door de fabrikant van de CEI-100 interface voorgestelde argon verstuivergasdebiet varieert 
tussen 0,9 en 1,2 L⋅min-1, wat resulteert in een make-up vloeistofdebiet tussen 5 en 10 µL⋅min-1 
[CEI-100 manual, 2001]. Om het verstuivergasdebiet en het hiermee gepaard gaande make-up 
vloeistofdebiet te optimaliseren, werd het dwarsstuk van de CEI-100 interface verwijderd en het 
aanzuigslangetje rechtstreeks met de verstuiver verbonden. Vervolgens werd het aanzuig-
slangetje in een recipiënt met standaardoplossing - met de te meten elementen 
(merkelementen) - gebracht. Nadat de oplossing door zelfaanzuiging van de verstuiver werd 
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geïntroduceerd in de ICP-massaspectrometer, werden de signalen van de merkelementen 
gemeten en het verstuivergasdebiet aangepast tot de maximale signaalintensiteit werd 
bekomen. Om het corresponderende make-up vloeistofdebiet te bepalen werd het aanzuig-
slangetje volledig gevuld met oplossing ( 1t = 0) en werd de tijd opgenomen die de vloeistof 
nodig had om het slangetje te doorlopen ( 2t = t ). Het make-up vloeistofdebiet werd berekend 
volgens [CEI-100 manual, 2001]:                            
                           Make-up vloeistofdebiet (µL⋅min-1) 
t
lr
∆
⋅⋅
=
)( 2 π
 
Met r  = (i.d. van het aanzuigslangetje) / 2 = 0,4 mm 
       l  = lengte van het aanzuigslangetje ( l = 200 mm) 
       t∆  = 12 tt −  (min) 
 
Op deze wijze werd een compromis gevonden tussen enerzijds een voldoende signaal-
intensiteit (niet te laag verstuivergasdebiet) en anderzijds een beperkte condensatie in de 
verstuiverkamer (niet te hoog verstuivergasdebiet). Het geoptimaliseerde argon verstuiver-
gasdebiet bedroeg 1,0 - 1,2 L⋅min-1. Na elke manipulatie van de verstuiver en bij elke nieuwe 
verstuiver, diende het verstuivergasdebiet opnieuw te worden geoptimaliseerd. Algemeen kan 
gesteld worden dat het geoptimaliseerde make-up vloeistofdebiet varieerde tussen 8 en 12 
µL⋅min-1, afhankelijk van het verstuivergasdebiet. 
 
4.3.3. Stabiliteit van de monsterintroductie via de CEI-100 interface 
 
De microconcentrische verstuiver van de CEI-100 interface werkt met zelfaanzuiging van de 
make-up vloeistof om suctie-effecten binnenin het CE-capillair te vermijden. Vooraleer de 
experimenten aan te vatten, werd de stabiliteit van de verstuiving nagegaan. Hiertoe werd 100 
µg·L-1 indium als merker aan de make-up vloeistof toegevoegd en het 115In+-signaal met de 
sector veld ICP-massaspectrometer in functie van de tijd gemeten. 50 mmol⋅L-1 fosfaat (pH = 
2,5) werd aangewend als CE-buffer en als make-up vloeistof (aangelegd potentiaalverschil: +30 
kV). Om de stabiliteit van de elektroforese of m.a.w. de stabiliteit van de snelheid van de buffer 
in het CE-capillair, te testen, werd 100 µg·L-1 cesium toegevoegd aan de CE-buffer en het 
133Cs+-signaal werd eveneens geregistreerd in functie van de tijd door middel van sector veld 
ICP-MS. Figuur 4.5 toont aan dat de snelheid van de CE-buffer, geregistreerd door het 133Cs+-
signaal, vrij stabiel is (RSD = 9,1 %), wat wijst op een tamelijk stabiel analiettransport vanuit het 
CE-capillair naar het plasma. De verstuiving, geregistreerd door het 115In+-signaal, is eveneens 
vrij stabiel (RSD = 2,6 %) en onafhankelijk van de elektroforese. De volle lijnen in Figuur 4.5 
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geven de gemiddelde signaalintensiteit weer en de stippellijnen geven het 95 % confidentie-
interval weer voor de betrokken signaalintensiteiten.  
 
 
 
Figuur 4.5 Stabiliteit van het 115In+- en het 133Cs+-signaal, toegevoegd als merker aan respectievelijk de 
make-up vloeistof van de CEI-100 interface en de CE-buffer 
 
4.3.4. Invloed van verstuivergasdebiet op de migratietijd; laminaire stroming 
 
Om na te gaan of laminaire stroming in het CE-capillair optrad ten gevolge van suctie-effecten 
van de verstuiver van de CEI-100 interface, werd een oplossing (A. hydrophila Zn beta-
lactamase; gemeten signaal: 32S+; scheidingsbuffer + make-up vloeistof: 75 mmol⋅L-1 bis-Tris 
met pH = 6,75; totale lengte van CE-capillair: 70 cm; aangelegd potentiaalverschil: +30 kV) 
geïntroduceerd en de elektroforese gestart bij verschillende verstuivergasdebieten variërend 
van 0,6 L⋅min-1 tot 1,2 L⋅min-1. De migratietijd voor het 32S+-signaal van het A. hydrophila Zn 
beta-lactamase bij de verschillende verstuivergasdebieten bedroeg 10,02 (0,08) min (Figuur 
4.6). Uit lineaire regressie-analyse bleek dat de migratietijd niet significant daalde in functie van 
het verstuivergasdebiet. Dit wees erop dat het argongasdebiet geen invloed had op de migratie-
tijd en bijgevolg dat de verstuiver geen laminaire stroming binnenin het CE-capillair 
veroorzaakte. Indien wel laminaire stroming gecreëerd werd binnen het CE-capillair, zou de 
migratietijd immers dalen met toenemend argongasdebiet. 
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Figuur 4.6 Invloed van het verstuivergasdebiet op de migratietijd bij CE-ICP-SF-MS 
 
Ter bevestiging van de afwezigheid van laminaire stroming binnen het CE-capillair werden twee 
bijkomende experimenten uitgevoerd: 
 
(i) De elektrische stroom bij een aangelegde spanning van +30 kV werd gemeten op t0 
en nadat de inlaat van het CE-capillair gedurende 1 uur in lucht was gebracht terwijl 
de verstuiver functioneerde. In beide gevallen werd eenzelfde stroomsterkte 
gemeten wat erop wees dat geen luchtbel in het capillair was gezogen door de 
suctie-effecten van de verstuiver waardoor het elektrische circuit zou onderbroken 
worden. 
 
(ii) Nadat het CE-capillair gespoeld was met water, werd de inlaat van het capillair in 
een vaatje gedompeld met bufferoplossing waarin 4 µg⋅L-1 Cs aanwezig was. Na een 
uur was nog steeds geen Cs in het capillair binnengedrongen.  
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4.3.5. Gebruik van de CEI-100 interface 
 
4.3.5.1. Verandering make-up vloeistof 
 
In alle omstandigheden waarbij de make-up vloeistof veranderd werd, zoals bij het wijzigen van 
de CE-scheidingsbuffer of bij reinigen van het dwarsstuk en de microconcentrische verstuiver 
met water, werd het slangetje leeggezogen met een spuit en vervolgens in de gewenste make-
up vloeistof gebracht. Slechts wanneer het dwarsstuk en het slangetje voldoende droog waren, 
kon de zelfaanzuiging van de verstuiver starten.  
 
4.3.5.2. Positie van CE-capillair 
 
De positie van het CE-capillair ten opzichte van het verstuivercapillair speelt een cruciale rol 
voor een goede werking van de verstuiver. Tussen CE-capillair en verstuivercapillair dient een 
kleine opening te worden voorzien zodat een goed elektrisch contact mogelijk wordt tussen de 
Pt-elektrode en de make-up vloeistof. Om de bijdrage van de CEI-100 interface tot het dood 
volume tot een minimum te beperken wordt deze opening zo klein mogelijk gehouden. Om na te 
gaan of deze opening al of niet een bijdrage levert tot het dood volume en dus om na te gaan of 
het CE-capillair goed gepositioneerd is t.o.v. het verstuivercapillair, wordt het CE-capillair 
gespoeld met b.v. water. In de make-up vloeistof bevindt zich een merkelement waarvan de 
signaalintensiteit daalt wegens verdunning van zodra het CE-capillair gespoeld wordt. Bij 
onderbreken van de spoeling van het CE-capillair dient de signaalintensiteit van het 
merkelement onmiddellijk te stijgen. Zoniet wijst dit op een bijdrage tot het dood volume 
afkomstig van de opening tussen het CE-capillair en het verstuivercapillair. Tijdens deze studie 
werd hierbij een quasi ogenblikkelijke stijging van het signaal van het merkelement vastgesteld 
(tijdsinterval van de signaalstijging verwaarloosbaar t.o.v. de piekbreedte op halve hoogte 
uitgedrukt in tijdseenheden).  
 
4.3.5.3. Praktische aspecten bij gebruik van de CEI-100 interface 
 
4.3.5.3.1. Reiniging  
 
Na ieder gebruik is het van groot belang dat de CEI-100 interface zorgvuldig gereinigd wordt om 
eventuele kristalvorming in het verstuivercapillair en de verstuiverkamer te vermijden. 
Kristalvorming in het verstuivercapillair kan immers resulteren in gedeeltelijke of gehele 
verstopping waardoor zelfaanzuiging van de verstuiver moeilijker of niet meer optreedt. De 
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verstuiverkamer wordt gereinigd door ze los te koppelen en overvloedig met water te spoelen 
en achteraf te drogen (b.v. met argon of perslucht). De verstuiver wordt gereinigd door minstens 
gedurende 30 min te spoelen met water via zelfaanzuiging. De punt van het verstuivercapillair 
dient eveneens overvloedig met water te worden gespoeld.      
 
4.3.5.3.2. Onderhoud 
 
Om de kans op verstopping van de verstuiver te minimaliseren is het uitermate belangrijk dat 
alle vloeistoffen die de verstuiver passeren gefiltreerd worden. Dit houdt in dat de CE-
scheidingsbuffer, KOH en water voor spoelen en/of preconditioneren van het CE-capillair, het 
water voor spoelen van de verstuiver, de make-up vloeistof en indien mogelijk ook het in de CE 
geïntroduceerde monster gefiltreerd worden door een 0,2 µm PTFE-filter.  
 
Bij gedeeltelijke verstopping van het verstuivercapillair (als de zelfaanzuiging van de verstuiver 
wel nog doorgaat, maar trager) kan het volstaan om met een spuit (dus door een zuigeffect te 
creëren) de verstopping ongedaan te maken of de zelfaanzuiging gedurende bepaalde tijd 
(trager als gevolg van de gedeeltelijke verstopping) te laten doorgaan om op deze manier de 
verstuiver geleidelijk te deblokkeren. 
           
Bij volledige verstopping van het verstuivercapillair dient de microconcentrische verstuiver 
gedemonteerd te worden. Het uitvoeren van een positieve druk op de verstuiver dient zoveel 
mogelijk vermeden te worden omdat de partikels die de verstopping veroorzaken meestal in het 
hogere gedeelte van het verstuivercapillair gesitueerd zijn en door de positieve druk zouden die 
verder in het verstuivercapillair geduwd worden. 
Reiniging van de microconcentrische verstuiver en de hiernavolgende noodzakelijke afregeling 
voor een correcte herpositionering van het verstuivercapillair werden echter niet beschreven in 
de bijhorende handleiding van de CEI-100 interface. Dankzij de bereidwillige medewerking van 
het GKSS onderzoekscentrum (prof. dr. Andreas Prange, GKSS Research Centre, Institute for 
Coastal Research, Geesthacht, Duitsland) met hun jarenlange ervaring betreffende de CEI-100 
interface, kon een adequate behandeling van verstopte en eventueel beschadigde verstuivers 
aangeleerd worden. Reiniging gebeurt door het verstuivercapillair in een ultrasoonbad te 
plaatsen gedurende 15 min in water, verdund salpeterzuur (0,14 mol⋅L-1) of eventueel een 
methanol/water mengsel (50/50) om alle gevormde kristallen die de blokkering veroorzaken te 
verwijderen. De verstuiver dient achteraf terug geassembleerd te worden. Hierbij speelt de 
positie van het verstuivercapillair een uiterst belangrijke rol voor een goede werking van de 
verstuiver. Hiertoe dient de schroef, die het geheel vastzet, stilaan vastgedraaid worden tot de 
signaalintensiteit maximaal is. 
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4.3.6. Besluit  
  
De CEI-100 interface ontwikkeld door Schaumlöffel en Prange maakt een succesvolle koppeling 
tussen CE en ICP-MS mogelijk. De evaluatie toonde aan dat deze CE-ICP-MS koppeling de 
elektroforetische scheiding niet beïnvloedt en dat de verstuiving door de gemodificeerde 
microconcentrische verstuiver eveneens vrij stabiel is en niet beïnvloed wordt door de elektro-
forese. Laminaire stroming binnenin het CE-capillair kan vermeden worden, waardoor de hoge 
scheidingsefficiëntie van CE kan behouden worden bij de CE-ICP-MS experimenten. Doordat 
suctie-effecten ten gevolge van de verstuiver konden vermeden worden, bedroeg de 
herhaalbaarheid op de migratietijden minder dan 5 % RSD voor tien opeenvolgende 
introducties (zie verder Tabel 5.10).    
  
De grootste nadelen van de CE-ICP-SF-MS set-up zijn: (i) de beperkte levensduur en de hoge 
kostprijs van de gemodificeerde microconcentrische verstuiver van de CEI-100 interface (zelfs 
bij goed gebruik en onderhoud trad verstopping van de verstuiver nog steeds geregeld op als 
gevolg van de zeer nauwe inwendige diameter van het verstuivercapillair) en (ii) de nadelige 
invloed op de herhaalbaarheid van de piekoppervlakten (zie verder § 5.5.3) en op de 
reproduceerbaarheid van de migratietijden (zie verder hoofdstuk 6). 
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5.1. Inleiding 
 
Bij metalloproteïnen is het meten van de juiste stoichiometrie (metaal / eiwit) essentieel voor 
een grondige studie van het enzymatisch mechanisme. In deze studie werd het Aeromonas 
hydrophila CphA Zn beta-lactamase eiwit gebruikt als ‘proof of concept’ voor de 
stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan het eiwit. In dit hoofdstuk wordt in eerste 
instantie algemene achtergrondinformatie betreffende (metallo) beta-lactamasen gegeven. 
Vermits het S-gehalte van het eiwit als een maat voor het aantal eiwitmoleculen wordt gebruikt 
en de bepaling van S via de hoofdisotoop (32S) zwaar wordt gehinderd door het voorkomen van 
het zuurstofdimeerion O2
+ werd aerosoldesolvatatie als middel tegen de spectrale overlap 
geëvalueerd. Daarna werd de methode op basis van dialyse voor de scheiding van de Zn-
houdende eiwitmolecule van vrij Zn2+ en ICP-MS voor de daaropvolgende Zn-bepaling 
toegepast op het Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-lactamase eiwit en geëvalueerd. 
Vervolgens werd een elegantere / snellere methode ontwikkeld, waarbij CE als on-line 
scheidingstechniek werd aangewend om de vrije Zn2+-ionen te scheiden van de 
metaalhoudende eiwitmoleculen. 
 
5.2. Beta-lactamasen en bacteriële resistentie tegen antibiotica 
 
Eén van de belangrijkste bedreigingen voor de volksgezondheid in de 21ste eeuw is zonder 
twijfel de toenemende resistentie van pathogene bacteriën tegen de hedendaags gebruikte 
antibiotica. Steeds vaker duiken stammen op, vooral in klinische isolaten, met verhoogde 
resistentie tegen de belangrijkste groep van antibiotica, namelijk de op penicilline gebaseerde 
beta-lactamverbindingen. Bijgevolg dringen zich maatregelen op, waarbij een verminderd 
gebruik in de veeteelt en een meer doordachte toepassing van antibiotica in de humane 
geneeskunde vooropstaan. Tot op heden zijn er evenwel weinig alternatieven voor het gebruik 
van antibiotica, zodat versneld onderzoek naar de mechanismen van resistentie zeer belangrijk 
is. Dit vergt een multidisciplinaire aanpak, inclusief moleculair-biologische studies, structuur-
analysen via NMR en/of X-stralenkristallografie en kinetische studies. Eens het mechanisme 
van resistentie in detail gekend, kunnen nieuwe middelen ontwikkeld worden die, hetzij de 
resistentie omzeilen, hetzij de enzymen die de resistentie veroorzaken blokkeren. 
 
De resistentie van bacteriën tegen de groep van de beta-lactamverbindingen is een gevolg van 
de productie van enzymen, de beta-lactamasen, die de amidebinding van de beta-lactamring 
hydrolyseren. Daardoor verliest het antibioticum zijn inhiberend effect tegenover zijn targets, de 
transpeptidasen, ook wel penicillinebindende eiwitten (PBPs) genoemd, die betrokken zijn bij de 
5. Stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan A. hydrophila Zn beta-lactamase 
72 
synthese van peptidoglycaan. Deze enzymen zijn nochtans een ideaal doelwit voor het ont-
wikkelen van bestrijdingsmiddelen aangezien ze niet voorkomen bij eukaryoten en gemakkelijk 
bereikbaar zijn in de cel. 
 
5.2.1. Beta-lactamasen en penicillinebindende eiwitten (PBPs) 
 
De efficiëntie van antibiotica is in de laatste decennia sterk achteruit gegaan door het ontstaan 
van resistente bacteriestammen. Deze resistentie wordt meestal veroorzaakt door de aanwezig-
heid van beta-lactamasen die de beta-lactamring van penicilline-achtige antibiotica hydro-
lyseren. Door zowel onderzoek te verrichten naar de targets van antibiotica, de penicilline-
bindende eiwitten (PBPs), als naar de beta-lactamasen, kan op termijn vooruitgang geboekt 
worden in de strijd tegen resistentieverschijnselen. 
 
PBPs zijn eiwitten die instaan voor de synthese van peptidoglycaan. Dit polymeer is opgebouwd 
uit lineaire suikerketens, bestaande uit een afwisseling van β,1-4 verbonden N-acetyl-
glucosamine (GlcNac) en N-acetylmuraminezuur (MurNac) residuen, die verbonden zijn door 
korte oligopeptiden (Figuur 5.1). Het doet dienst als structureel netwerk dat de cel beschermt. 
Het is duidelijk dat dit systeem een ideale target is voor antimicrobiële agentia, omdat het zich 
aan de buitenzijde van de cel bevindt en dus zeer toegankelijk is, en omdat het geen analogie 
vertoont met eukaryote systemen.  
 
Figuur 5.1 Structuur peptidoglycaan  
 
De PBPs worden ingedeeld in twee groepen: de laagmoleculaire (25-40 kDa) en de 
hoogmoleculaire (60-100 kDa). De eerste groep bezit enkel een transpeptidase domein (cross-
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linking van de oligopeptiden), terwijl de hoogmoleculaire groep ook nog een transglycosidase 
domein (verlengen suikerketen) bezit. De ontdekking van het natuurlijke antibioticum penicilline 
heeft geleid tot de ontwikkeling van een heel gamma nieuwe middelen gebaseerd op de beta-
lactamstructuur. Figuur 5.2 toont enkele van deze beta-lactam antibiotica. Beta-
lactamverbindingen vertonen sterke homologie met het natuurlijke substraat D-Ala-D-Ala, 
hetgeen resulteert in de inhibitie van de transpeptidase activiteit. Eén van de manieren waarop 
bacteriën resistentie verwerven is door mutatie van deze PBPs zodat ze een lagere affiniteit 
vertonen voor beta-lactamverbindingen, of door overproductie van de PBPs [Frère J.M., 1995]. 
 
Een totaal andere manier van resistentie is deze waarbij micro-organismen enzymen 
produceren die het antibioticum afbreken, b.v. beta-lactamasen. Aan de hand van hun primaire 
structuur worden deze enzymen in vier klassen ingedeeld: klassen A, C en D zijn de 
zogenaamde ‘active site’ serine beta-lactamasen, terwijl klasse B metallo beta-lactamasen zijn 
met meestal een Zn2+-ion in het actieve centrum. Van de groep van de serine beta-lactamasen 
is al heel wat geweten (historisch eerst gevonden en meest belangrijke groep), maar 
tegenwoordig wint de studie van de metallo beta-lactamasen aan belang. De metallo beta-
lactamasen vertonen geen homologie met bestaande eiwitfamilies. Vooral de snelle 
verspreiding van resistente bacteriën die metallo beta-lactamasen kunnen produceren maakt 
van deze klasse van enzymen een belangrijk onderzoeksobject. Bovendien zijn nog geen 
klinisch bruikbare inhibitoren voor de metallo beta-lactamasen voorhanden, vooral omdat het 
meeste onderzoek tot nu toe is gegaan naar de groep van de serine beta-lactamasen. 
 
(a) 
 
(b) 
 
(c) 
 
(d) 
 
Figuur 5.2 Enkele beta-lactam antibiotica: (a) benzylpenicilline, (b) ampicilline, (c) ceftriaxone en (d) 
cephalosporine C [Frère J.M., 1995] 
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5.2.2. Metallo beta-lactamasen: Zn-afhankelijkheid, mechanisme en inhibitie 
 
De klasse B beta-lactamasen hebben divalente metaalionen (meestal Zn2+) nodig als 
enzymatische cofactor. Deze groep van beta-lactamasen werd aanvankelijk eerder als een 
curiosum beschouwd, maar recentelijk werden vertegenwoordigers van deze klasse in heel wat 
klinische stammen teruggevonden. Vermoedelijk is er een selectie gebeurd ten voordele van de 
breedspectrum metallo beta-lactamasen door jarenlang antibioticagebruik tegen specifiek 
serine beta-lactamase producerende bacteriën. Het klinische belang van deze nieuwe klasse is 
aanzienlijk, aangezien ze nagenoeg alle zogenaamde ‘derde generatie’ penicillines 
(carbapenemen) kunnen hydrolyseren. Dit is precies de groep van antibiotica die tegenwoordig 
massaal ingezet wordt omdat ze beduidend trager of zelfs niet gehydrolyseerd worden door de 
grote groep der serine beta-lactamasen [Felici A., 1995]. Gezien metallo beta-lactamasen 
hoofdzakelijk plasmide-gecodeerd worden, verspreiden ze zich snel over pathogenen wat de 
resistentie ervan sterk doet toenemen. Tot op heden zijn geen klinisch bruikbare inhibitoren 
gekend voor deze groep van enzymen.  
De meeste Zn beta-lactamasen zijn relatief kleine monomere eiwitten (230-260 residuen). Ze 
binden allemaal twee Zn-atomen, maar hun eigenschappen als di-metaal enzym kunnen sterk 
verschillen. Zo wordt het enzym van Aeromonas hydrophila geïnhibeerd door het tweede Zn-
atoom, waarbij de dissociatieconstante voor het tweede Zn-atoom beduidend hoger is dan dat 
voor het eerste [Valladeres M.H., 1997]. De binding van een tweede Zn-atoom bij het Bacillus 
cereus enzym veroorzaakt daarentegen een verhoogde activiteit en de dissociatieconstante is 
nagenoeg identiek voor de twee Zn-atomen [Paul-Soto R., 1998]. De kristalstructuur van dit 
laatste enzym is gekend en er werd aangetoond dat één van de Zn-atomen gebonden wordt 
door de imidazolzijketens van drie histidine-groepen, terwijl het tweede Zn-atoom gebonden 
wordt door asparagine, cysteïne, histidine en twee watermoleculen [Carfi A., 1995]. Deze 
aminozuren zijn ook relatief geconserveerd bij andere metallo beta-lactamasen. Op basis van 
de structuur werd een reactiemechanisme beschreven voor het binucleaire metallo beta-
lactamase (Figuur 5.3). Essentieel hierbij is het hydroxylion dat door de twee Zn-atomen 
gebonden wordt en de uiteindelijke nucleofiele aanval op de beta-lactamring uitvoert.  
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Figuur 5.3 Mogelijk reactieschema voor de hydrolyse van beta-lactams door metallo beta-lactamasen 
[Moali C., 2003]    
 
Ondanks een zekere consensus over dit mechanisme zijn er in de literatuur tegenstrijdige 
gegevens te vinden over de rol van de Zn-ionen. Dit wordt ondermeer ingegeven door het feit 
dat de mono-Zn vorm van het B. cereus enzym ongeveer even actief is als de di-Zn vorm, en 
dat bij het A. hydrophila enzym het tweede Zn-atoom een inactiverende rol heeft. Voor 
bepaalde substraten vertoont de mono-Zn vorm van B. cereus trouwens een grotere 
specificiteit. Er is een evidentie voor het bestaan van een alternatief mechanisme, waarbij 
slechts één Zn-atoom betrokken is en het nucleofiele hydroxylion op een andere wijze geligeerd 
is.    
 
De groep van metallo beta-lactamasen stelt de medische wereld voor nieuwe problemen, 
aangezien vandaag nog geen klinisch bruikbare inhibitoren gekend zijn. De fundamentele 
studie van de Zn-afhankelijkheid en de Zn-ligatie met betrekking op het katalytische 
mechanisme en het ontrafelen van de werking van deze groep van enzymen, kan als basis 
dienen voor het ontwerpen van nieuwe specifieke inhibitoren en medisch bruikbare agentia. 
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Dergelijke studie vereist in eerste instantie een snelle manier om de hoeveelheid gebonden 
metaal op dergelijke enzymen te bepalen. Met dit doctoraatswerk wordt een bijdrage geleverd 
tot het complexe geheel van dergelijke multidisciplinaire studie door de evaluatie van de 
mogelijkheden van CE-ICP-MS voor de bepaling van het aantal metaalionen per eiwitmolecule, 
toegepast op het Aeromonas hydrophila Zn beta-lactamase. 
 
5.2.3.  Aeromonas beta-lactamasen  
[Rossolini G.M., 1996] 
 
Aeromonas zijn micro-organismen die verantwoordelijk kunnen zijn voor infecties bij zowel 
mensen als dieren. De familie Aeromonas omvat anaerobe Gram-negatieve staafvormige 
bacteriën, autochtoon in aquatische milieus en potentieel verantwoordelijk voor infecties bij 
zowel koud- als warmbloedige dieren. Individuele Aeromonasstammen kunnen tot drie 
verschillende, induceerbare, chromosomaal gecodeerde beta-lactamasen produceren, namelijk 
de groep van de cephalosporinasen (klasse C), de penicillinasen (klasse D) en de metallo beta-
lactamasen (klasse B). Deze groepen dragen alle bij tot de beta-lactam resistentie van de 
micro-organismen die behoren tot de familie Aeromonas. Onder deze enzymen zijn de metallo 
beta-lactamasen klinisch relevant door hun mogelijkheid om carbapenemen te hydrolyseren en 
bovendien vertegenwoordigen zij een relevant onderzoeksmodel voor het bestuderen van de 
klasse B beta-lactamasen omwille van hun uniek enzymologisch gedrag. Productie van beta-
lactamase activiteit in deze micro-organismen is meestal induceerbaar, wat wil zeggen dat deze 
enzymen in verwaarloosbare hoeveelheden aanwezig zijn in de micro-organismen tot wanneer 
hun productie wordt geïnduceerd door een bepaalde concentratie aan beta-lactammoleculen. 
Na deze inductie is het niveau van deze enzymen 100 tot 1000 keer verhoogd. 
 
5.2.4. Karakteristieken van de gebruikte enzymoplossing  
 
Productie van voldoende grote hoeveelheden targetproteïnen vormde in de laatste decennia 
een belangrijk obstakel in onderzoek naar proteïnen, vooral wanneer de experimenten 
verscheidene honderden milligram materiaal vereisten, zoals bijvoorbeeld het geval is bij 
kristallisatie-experimenten. Dankzij recombinant DNA technologie werden deze problemen 
overwonnen. Deze technologie laat toe om grote hoeveelheden van praktisch elk gewenst 
proteïne te bekomen door het gen te klonen en overexpressie uit te voeren in bacteriële of 
eukaryote expressiesystemen. Door Valladares et al. werd een overexpressiesysteem 
ontwikkeld voor het A. hydrophila CphA metallo beta-lactamase in Escherechia coli en 
eveneens werd een protocol op punt gesteld voor een snelle en efficiënte zuivering van het 
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overgeproduceerde enzym. Voor meer informatie betreffende de overproductie en zuivering van 
het Aeromonas hydrophila CphA metallo beta-lactamase wordt verwezen naar de literatuur 
[Valladares M.H., 1996].  
 
Tabel 5.1 geeft de karakteristieken weer van de enzymoplossing van het A. hydrophila Zn beta-
lactamase dat in dit werk gebruikt werd. Voldoende hoeveelheden van het enzym werden ons 
geleverd door het ‘Centre for Protein Engineering’ van de Universiteit van Luik, België. 
 
Tabel 5.1 Karakteristieken van de gebruikte enzymoplossing van het A. hydrophila Zn beta-lactamase 
 
Molaire massa (g/mol): 25189 [Expasy, 2003] 
Theoretisch isoëlektrische punt (pI): 7,25 
[Expasy, 2003] 
Aantal S-bevattende aminozuren: 5 
Aantal Zn-bindingszijden: 2                         
(hoge affiniteit; lage affiniteit) 
 
Aantal aminozuurresiduen: 227 
Buffer: 15 mmol⋅L-1 natriumcacodylaat pH = 6,5 
pH-stabiliteitsgebied: 6,5 - 8,5 
Concentratie: 196 µmol·L-1 of 4,94 g⋅L-1 
 
 
5.3. Evaluatie van aerosoldesolvatatie als middel tegen spectrale 
overlap 
 
5.3.1. Aridus-1 monsterintroductiesysteem 
 
Het monsterintroductiesysteem, dat instaat voor de generatie van een aerosol en voor het 
transport van een representatief deel van het monster naar het ICP, speelt een cruciale rol bij 
ICP-MS. Desolvatatie van de aerosol kan enkele belangrijke voordelen bieden. Traditioneel 
wordt bij desolvatatie in eerste instantie de aerosol opgewarmd, zodat het solvent verdampt en 
de aerosoldruppels kleiner worden, terwijl vervolgens de aerosolstroom sterk wordt gekoeld, 
zodat het solvent condenseert op de wanden van de koeler en wordt afgevoerd. Op deze wijze 
kan het niveau aan oxide- en hydroxide-ionen sterk worden gereduceerd. Vermits het signaal 
van de 32S-hoofdisotoop bij lage massaresolutie (R = 300) sterk wordt geïnterfereerd door het 
signaal van het zuurstofdimeerion O2
+, dient bij hogere massaresolutie (R = 3000) te worden 
gewerkt om beide signalen van elkaar te scheiden. Verhogen van de massaresolutie gaat 
echter gepaard met een belangrijke daling van de transmissie-efficiëntie en dus de signaal-
intensiteit. Indien d.m.v. membraandesolvatatie de intensiteit van het O2
+-signaal en het 
SO2(H)
+-signaal voldoende kunnen gereduceerd worden zodat de 32S+- en 64Zn+-signalen vrij 
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worden van interferentie, kan bij lage resolutie en dus met een hogere gevoeligheid worden 
gemeten. Het Aridus-1 monsterintroductiesysteem (CETAC Technologies, Omaha, Nebraska, 
USA) bestaat uit een microconcentrische verstuiver (MCN), een verstuiverkamer, beide 
vervaardigd uit PTFE (teflon), en een membraandesolvatator (Figuur 5.4). Hierbij wordt de 
aerosol door een buis met semi-permeabele wand geleid, terwijl een opgewarmde 
argongasstroom (sweep gas) in tegengestelde zin langs de buitenkant van de centrale buis 
stroomt en solventdamp, die door het membraan de centrale buis verlaat, efficiënt afvoert. 
 
 
 
Figuur 5.4 Het Aridus-1 monsterintroductiesysteem 
 
5.3.2. Invloed van membraandesolvatatie op de S+- en O2
+-signaalintensiteit 
 
Om een duidelijk beeld te krijgen van de invloed van de desolvatatie op de O2
+-signaal-
intensiteit, werd gewerkt bij een massaresolutie R = 3000 en een breed massavenster (700 %) 
waarin zowel de signalen van 32S+ als van 16O2
+ konden worden waargenomen en 
gekwantificeerd. Opgemerkt wordt dat de sector veld ICP-massaspectrometer hier wordt 
aangewend bij massaresolutie R = 3000 om de invloed van de membraandesolvatator op het 
signaal van de oxide- en hydroxide-ionen na te gaan en dat het de bedoeling was dat eventueel 
(als de membraandesolvatator in staat blijkt om de interferenties weg te werken) later kan 
gewerkt worden met de sector veld ICP-massaspectrometer bij lage resolutie of met een 
quadrupoolfilter. Het massavenster (uitgedrukt in %) geeft de breedte van het meetvenster weer 
ten opzichte van de totale piekbreedte op basislijn ( σ⋅= 4bw ). Op deze wijze verschijnen in 
het massaspectrum de signalen van zowel S+ als O2
+ en kan de invloed van het sweep 
gasdebiet op de O2
+-signaalintensiteit duidelijk worden gevolgd. In de experimenten werd 
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hiervoor een ZnSO4-oplossing gebruikt (2,4 µmol·L
-1 ZnSO4 in 0,14 mol·L
-1 HNO3). Het sweep 
gasdebiet oefent de belangrijkste invloed uit op de O2
+-signaalintensiteit en werd gevarieerd in 
stappen van 0,25 L·min-1 tussen 2,0 en 4,0 L·min-1. De temperatuur van de verstuiverkamer en 
van de desolvatator waren respectievelijk 70°C en 160°C. De bekomen signaalintensiteiten van 
O2
+ en S+ zijn in functie van het sweep gasdebiet uitgezet in Figuur 5.5. Hieruit blijkt dat als 
gevolg van de desolvatatie een sterke reductie van de O2
+-signaalintensiteit optreedt, met een 
maximale reductie bij een sweep gasdebiet van 3,5 L·min-1.  
 
 
 
Figuur 5.5 Invloed van het sweep gasdebiet van de membraandesolvatator op de S+- en O2
+-
signaalintensiteit 
 
Vanaf een sweep gasdebiet van 3,0 L·min-1 neemt de 32S+-signaalintensiteit sterk toe, te wijten 
aan het voorkomen van een bijkomende interferentie op het 32S+-signaal die bij massaresolutie 
R = 3000 niet van het 32S+-signaal gescheiden wordt. Ter illustratie hiervan wordt in Figuur 5.6 
het massaspectrum getoond van de gemeten ZnSO4-oplossing onder de condities zoals 
hierboven beschreven en bij een sweep gasdebiet van (a) 2,0 L⋅min-1, (b) 3,25 L⋅min-1 en (c) 4,0 
L⋅min-1. 
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(a) 
 
(b) 
 
(c) 
 
Figuur 5.6 Massaspectrum (R = 3000, massavenster 700 %) van ZnSO4 bij een sweep gasdebiet van (a) 
2,0 L⋅min-1, (b) 3,25 L⋅min-1 en (c) 4,0 L⋅min-1; de y-as geeft de relatieve intensiteit (%) weer van de 
pieken in het betreffende massaspectrum; het aantal tellen per seconde dat overeenkomt met de 
maximale piekhoogte bedraagt in massaspectrum (a) 24685, in (b) 29870 en in (c) 25880 
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5.3.3. Besluit 
 
Ondanks het feit dat het signaal van het O2
+-ion in sterke mate kan gereduceerd worden bij 
gebruik van de membraandesolvatator, kan deze laatste echter niet gebruikt worden bij de 
bepaling van de S-concentratie als maat voor de hoeveelheid eiwit. Immers, door het optreden 
van een bijkomende interferentie op het S+-signaal bij toenemend sweep gasdebiet (zie Figuur 
5.6 (b) en (c)) kan de membraandesolvatator het gebruik van de sector veld ICP-
massaspectrometer bij massaresolutie R = 3000 niet vervangen. De identiteit van deze 
interferentie blijft onopgehelderd. Bovendien zou de praktische realisatie van CE/Aridus-1/ICP-
SF-MS een belangrijke modificatie van de microconcentrische verstuiver van het Aridus-1 
desolvatatiesysteem vereisen. Voor alle duidelijkheid wordt opgemerkt wordt dat S-bepaling 
d.m.v. sector veld ICP-MS nog steeds mogelijk is door te werken bij massaresolutie R = 3000. 
 
5.4. Dialyse / ICP - MS 
 
5.4.1. Inleiding 
 
Dialyse is een techniek om moleculen van elkaar te scheiden, waarbij gebruik wordt gemaakt 
van een semi-permeabel membraan. De scheiding wordt verwezenlijkt op basis van molaire 
massa (grootte). De drijvende kracht is het concentratieverschil tussen de oplossingen aan 
beide zijden van het membraan. Maximale efficiëntie wordt bekomen bij gebruik van een dun 
membraan en aanwezigheid van een groot concentratieverschil. Tot nog toe werd uitsluitend 
dialyse gebruikt om metalloproteïnen te scheiden van vrije metaalionen in de oplossing 
[Valladares M.H., 1997]. Om de hoeveelheid vrij metaal in oplossing zoveel mogelijk te 
minimaliseren, wordt de bufferoplossing verscheidene keren vervangen door nieuwe 
bufferoplossing. Op deze wijze wordt evenwel het risico op verlies van het proteïnegebonden 
metaal verhoogd, zeker als de bindingskinetiek van het eiwit voldoende snel is. Bovendien is 
het onmogelijk om alle vrije metaalionen uit de eiwitoplossing te elimineren, zelfs na meerdere 
keren verversen van de buffer. Na dialyse wordt de resterende metaalconcentratie in de 
eiwitoplossing off-line bepaald met ICP-MS of PIXE (Particle-Induced X-ray Emission). Voor de 
bepaling van de stoichiometrische verhouding metaal / eiwit wordt hierbij een bijkomende off-
line UV-detectie aangewend voor de kwantificatie van het eiwit. In dit onderzoek werd dialyse 
geëvalueerd als scheidingstechniek om het Aeromonas hydrophila Zn beta-lactamase van vrij 
Zn2+ te scheiden. De resultaten werden vergeleken met deze verkregen wanneer de scheiding 
werd uitgevoerd met capillaire elektroforese. Ter verduidelijking geeft Figuur 5.7 een algemene 
schematische voorstelling van het in de literatuur aangewende dialyseprocédé. In alle 
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uitgevoerde dialyse-experimenten was gekend dat alleen de bindingszijde van het A. hydrophila 
Zn beta-lactamase met hoogste affiniteit bezet was met Zn (stoichiometrische verhouding Zn / 
proteïne = 1 / 1).  
 
 
Figuur 5.7 Blokschema van het in de literatuur aangewende dialyseprocédé 
 
5.4.2. Enkele begrippen i.v.m. dialyse 
 
5.4.2.1. Molecular Weight Cut-Off (MWCO) 
 
Een dialysemembraan wordt gekarakteriseerd door de molaire massa waarvoor 90 % van de 
moleculen weerhouden wordt door het membraan. Deze waarde wordt de “Molecular Weight 
Cut-Off” of MWCO genoemd. Naast de molaire massa is de doorlaatbaarheid van een 
membraan t.o.v. een molecule ook afhankelijk van de vorm, graad van hydratatie en lading van 
deze laatste. Op hun beurt worden deze parameters beïnvloed door de aard, pH en 
ionensterkte van het solvent. Bijgevolg mag de MWCO van een dialysemembraan slechts 
gebruikt worden als indicatie omdat deze beïnvloed wordt door het type molecule en solvent.  
 
5.4.2.2. Poriëngrootte van het dialysemembraan 
 
De MWCO wordt gecontroleerd door de poriëngrootte van het membraan. De scheidings-
efficiëntie wordt beïnvloed door de poriëngroottedistributie die bij voorkeur klein is. De 
aanwezigheid van poriën die veel groter zijn dan het gemiddelde geeft immers aanleiding tot het 
doorlaten van hoogmoleculaire species.   
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5.4.2.3. Diffusie 
 
Diffusie wordt beschreven door de wetten van Fick. Tabel 5.2 illustreert de factoren die diffusie 
beïnvloeden. 
 
Tabel 5.2 Factoren die diffusie beïnvloeden 
Factor Toename doorlaatsnelheid 
Concentratiegradiënt Groot concentratieverschil 
Diffusieconstante Kleine, sferische moleculen 
Temperatuur Hoog 
Membraandikte Dun 
Membraanoppervlak Groot 
 
5.4.2.4. Hydrodynamische stroom 
 
Een ander fenomeen dat betrokken is bij het scheidingsproces m.b.v. dialyse is de hydro-
dynamische stroom. Deze stroom is geen specifiek moleculair proces, maar omvat beweging 
van de bulkoplossing doorheen een poreus medium. De stroomsnelheid van een vloeistof 
doorheen een poreus medium wordt sterk beïnvloed door druk, membraanporositeit en 
viscositeit van de vloeistof. Tabel 5.3 illustreert de invloed van een aantal factoren op de 
hydrodynamische stroom. 
 
Tabel 5.3 Factoren die de hydrodynamische stroom beïnvloeden 
Factor Toename doorlaatsnelheid 
Membraanporositeit Hoog 
Drukverschil Hoog 
Viscositeit Laag 
 
5.4.2.5. Donnan effect 
 
Het Donnan effect treedt op als één van de species geladen is, maar niet diffuseerbaar. Als 
gevolg hiervan treedt een ongelijke verdeling op van ionen langs het membraan. Vermits 
elektrische neutraliteit moet bewaard blijven, wordt de diffusie van ionaire species, met 
tegengestelde lading als deze van de niet-diffuseerbare, verhinderd. Dit resulteert in de opbouw 
van een membraanpotentiaal, gekend als het Donnan effect. 
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5.4.2.6. Microdialyse 
 
Microdialyse van het A. hydrophila Zn beta-lactamase werd uitgevoerd met zogenaamde 
microdialyse ‘buttons’ (Hampton Research, Laguna Niguel, CA, USA). Een dergelijke 
microdialysebutton is voorgesteld in Figuur 5.8. De button heeft een volume variërend van 5 tot 
350 µL, afhankelijk van zijn grootte. Het monster wordt in de button gebracht terwijl een 
dialysemembraan (met geschikte MWCO) over de bovenkant van de button wordt geplaatst. 
Het dialysemembraan wordt op zijn plaats gehouden door middel van een O-ring die zelf past in 
een groef in de button en op deze manier op de juiste positie wordt gehouden. Voor de dialyse 
van de A. hydrophila Zn beta-lactamase-oplossing werden microdialysebuttons met een volume 
van 100 µL en een dialysemembraan met MWCO van 1 kDa aangewend. Het gebruikte 
Spectra/Por 7 membraan (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA, USA) 
bestaat uit geregenereerd cellulose. Dit membraan is vervaardigd uit natuurlijke cellulosevezels 
en is behandeld om MWCO’s te verkrijgen tussen 1 en 50 kDa. Dergelijke membranen zijn 
eveneens behandeld om de natuurlijk voorkomende metalen en sulfide, typisch voor 
membranen uit geregenereerd cellulose, te verwijderen. Het Spectro/Por 7 membraan wordt 
geleverd in een 0,1 % natriumazide oplossing (om algengroei tegen te gaan) en wordt 
gestockeerd bij 4°C. Voor gebruik dient het membraan goed gespoeld te worden met 
gedeïoniseerd water.  
 
 
 
Figuur 5.8 Microdialyse ‘button’  
 
5. Stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan A. hydrophila Zn beta-lactamase 
85 
5.4.3. Experimenteel  
 
Twee dialyse-experimenten werden uitgevoerd met betrekking tot het A. hydrophila Zn beta-
lactamase met als doel de bepaling van de stoichiometrische verhouding Zn / eiwit. Voor de 
kwantificatie van het eiwit werd hierbij telkens gebruik gemaakt van de S-bepaling via ICP-SF-
MS (zie verder § 5.5.1). 
 
Bij het eerste experiment werd de A. hydrophila Zn beta-lactamase-oplossing gedialyseerd 
gedurende 24 uur bij 4°C t.o.v. een oplossing van 100 µmol⋅L-1 ZnCl2 in 15 mmol⋅L
-1 
natriumcacodylaat pH = 6,5 (dialysaat = de externe oplossing bij het dialyseproces). 
Microdialysebuttons van 100 µL werden hierbij aangewend en het volume dialysaat bedroeg 
telkens 10 mL. ZnSO4 kon hier niet worden gebruikt wegens de aanwezigheid van S in de 
molecule. Verwacht werd dat een deel van het Zn uit de ZnCl2-oplossing de tweede 
bindingsplaats van het eiwit zou innemen. Na dialyse werd de dialysebutton volledig 
leeggemaakt met behulp van een Hamiltonspuit waarna het adialysaat (de oplossing binnen het 
dialysemembraan) werd overgebracht in een maatkolf van 25 mL die vervolgens werd 
aangelengd met 0,14 mol⋅L-1 HNO3. Vervolgens werden de hoeveelheden S en Zn, die in het 
adialysaat aanwezig waren, gemeten met sector veld ICP-MS (R = 3000). M.b.v. externe 
kalibratie werden de concentraties van S en Zn in het adialysaat bepaald. De resultaten van dit 
dialyse-experiment (vijf maal herhaald) worden gegeven in Tabel 5.4.  
 
Tabel 5.4 Resultaten van het dialyse-experiment (dialyse gedurende 24 uur) met 100 µmol⋅L-1 ZnCl2 in 15 
mmol⋅L-1 natriumcacodylaat pH = 6,5 als dialysaat en de A. hydrophila Zn beta-lactamase-oplossing als 
adialysaat: concentratie S en concentratie Zn gemeten in het adialysaat en de hieruit berekende 
verhoudingen Zn / S en Zn / eiwit 
Dialysebutton Concentratie S 
(10
-4
 mol⋅L-1) 
Concentratie Zn 
(10
-4
 mol⋅L-1) 
Verhouding  
Zn / S 
Verhouding     
Zn / eiwit 
1 9,72 3,85 0,396 1,98 
2 9,62 3,70 0,384 1,92 
3 9,45 3,70 0,392 1,96 
4 9,88 3,80 0,385 1,92 
5 10,0 3,80 0,379 1,89 
 
Hieruit bleek dat na 24 uur dialyseren ongeveer 2 mol Zn aanwezig is in de eiwitoplossing 
relatief t.o.v. 1 mol eiwit. De verhouding Zn / eiwit benaderde 2, maar was toch significant 
verschillend:  1,93 ± 0,04 (95 % confidentie-interval). Enkel op het 99 % confidentieniveau kon 
men stellen dat de verhouding Zn / eiwit niet significant verschillend is van twee. M.b.v. ICP-MS 
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is het echter onmogelijk om na te gaan of het in de oplossing aanwezige Zn ook effectief 
gebonden is aan het eiwit.  
 
In een tweede dialyse-experiment werd aan de A. hydrophila Zn beta-lactamase-oplossing een 
overmaat vrije Zn2+-ionen toegevoegd, waarna deze oplossing werd gedialyseerd gedurende 1, 
2, 3 en 4 dagen bij 4°C t.o.v. 15 mmol⋅L-1 natriumcacodylaat pH = 6,5. Het dialysaat werd elke 
24 uur vernieuwd. Verwacht werd dat een deel van het toegevoegde Zn de tweede 
bindingsplaats van het eiwit inneemt en dat de rest van het toegevoegde Zn het 
dialysemembraan passeert om de eiwitoplossing te verlaten. Na dialyse werden de buttons 
(100 µL) volledig leeggemaakt met behulp van een Hamiltonspuit waarna het adialysaat werd 
overgebracht in een maatkolf van 25 mL die vervolgens werd aangelengd met 0,14 mol⋅L-1 
HNO3. Vervolgens werden de hoeveelheden S en Zn, die in het adialysaat waren achter-
gebleven, gemeten met sector veld ICP-MS (R = 3000). M.b.v. externe kalibratie werden de 
concentraties van S en Zn in het adialysaat bepaald. Dit dialyse-experiment werd vijf keer 
herhaald. De resultaten van de individuele experimenten zijn weergegeven door de dunne lijnen 
in Figuur 5.9, waarin de dikke lijn het gemiddelde resultaat weergeeft. Hieruit blijkt dat na 
ongeveer 1,5 dagen dialyseren nog 2 mol Zn aanwezig is in de eiwitoplossing relatief t.o.v. 1 
mol eiwit. Het is niet zeker dat het in de oplossing aanwezige Zn ook effectief gebonden is aan 
het eiwit. Na 2 dagen is het toegevoegde Zn volledig uit de oplossing verdwenen door dialyse. 
Na 2,5 dagen komt echter ook een deel van het oorspronkelijk aan het eiwit gebonden Zn vrij 
en passeert het dialysemembraan. Na 3 dagen wordt evenwicht bereikt waarbij ongeveer 0,5 
mol Zn relatief t.o.v. 1 mol eiwit overblijft in de eiwitoplossing.  
 
Figuur 5.9 Resultaten van het dialyse-experiment met 15 mmol⋅L-1 natriumcacodylaat (pH = 6,5) als 
dialysaat en de A. hydrophila Zn beta-lactamase-oplossing met een overmaat vrije Zn2+-ionen als 
adialysaat    
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5.4.4. Besluit bij dialyse / ICP-MS 
 
De tot nu toe in de literatuur gebruikte traditionele methode ter bepaling van de 
stoichiometrische verhouding metaal / eiwit is een combinatie van dialyse voor de scheiding van 
de metalloproteïne van het vrij metaal en de daaropvolgende bepaling van enerzijds het metaal 
door middel van off-line ICP-MS-detectie en anderzijds het eiwit door middel van off-line UV-
detectie. Dialyse wordt echter gekarakteriseerd door een tijdrovende monstervoorbereiding en 
een verhoogde kans op contaminatie en/of analietverliezen. Bovendien kan niet met zekerheid 
gezegd worden dat het gekwantificeerde metaal ook effectief gebonden is aan het eiwit.  
 
5.5. CE-ICP-SF-MS voor de bepaling van de stoichiometrische 
verhouding Zn / eiwit  
[Van Lierde V., 2003; Van Lierde V., 2004] 
 
5.5.1. Inleiding 
 
Gebruik van capillaire elektroforese (CE) voor de scheiding van metalloproteïnen van vrije 
metaalionen in de oplossing heeft verscheidene voordelen vergeleken met dialyse. Door 
gebruik te maken van CE-ICP-MS wordt niet alleen de noodzakelijke hoeveelheid 
monstervoorbereiding tot een minimum beperkt, maar wordt eveneens een gelijktijdige on-line 
bepaling van het eiwitgebonden metaal en het eiwit zelf mogelijk door registratie van het M+- en 
S+-signaal m.b.v. sector veld ICP-MS en op voorwaarde dat de primaire structuur (sequentie 
van de aminozuren) gekend is. Bovendien wordt het risico op verlies van het proteïnegebonden 
metaal bij gebruik van CE-ICP-MS verkleind als de elektroforetische scheidingstijd kort is en 
bovendien kan bij CE-ICP-MS de stoichiometrische verhouding metaal / eiwit op meer accurate 
wijze bepaald worden omdat alle vrije metaalionen in oplossing worden gescheiden van de 
metalloproteïne gedurende de elektroforetische scheiding. Door de beperkte hoeveelheid eiwit 
die soms beschikbaar is, biedt CE daarnaast een bijkomend principieel voordeel dat slechts 
microliters monster vereist zijn voor meerdere analysen.   
 
In dit deel van het onderzoek werd CE-ICP-SF-MS aangewend om de stoichiometrische 
verhouding Zn / eiwit te bepalen. Het Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-lactamase dat werd 
bestudeerd, bevat vijf zwavelatomen (afkomstig van vier methionine-aminozuurresiduen en een 
cysteïne aminozuurresidu) en twee Zn2+-bindingsplaatsen. In eerste instantie werd veronder-
steld dat het A. hydrophila Zn beta-lactamase één Zn2+-ion bevat, dat gebonden is met een 
dissociatieconstante in het pmol⋅L-1-gebied. Vervolgens werd het enzym geïncubeerd met een 
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overmaat Zn2+ om zodoende de tweede bindingsplaats te bezetten. Hierdoor kon aangetoond 
worden dat de in dit werk ontwikkelde CE-ICP-SF-MS methode in staat is om het enzym te 
scheiden van een overmaat aan vrije Zn2+-ionen. De ionen 32S+ (abundantie 95,02 %) enerzijds 
en 64Zn+ (abundantie 48,60 %), 66Zn+ (abundantie 27,90 %) en 68Zn+ (abundantie 18,75 %) 
anderzijds werden geselecteerd om, respectievelijk, S en Zn te kwantificeren. Het gebruik van 
een ICP-MS-instrument gebaseerd op een quadrupoolfilter en uitgerust met een dynamische 
reactiecel (DRC) in plaats van een ICP-SF-MS-instrument kan eventueel ook gebruikt worden 
als S gemeten wordt als SO+ (gebruik van O2 als reactiegas) [Bandura  D.R., 2002; Hann S., 
2004]. In dit geval zou echter moeten onderzocht worden of de simultane bepaling van Zn niet 
wordt gehinderd of verhinderd onder deze condities. 
 
5.5.2. Optimalisatie van het CE-buffersysteem voor de stoichiometrische 
bepaling van Zn gebonden aan Aeromonas hydrophila Zn beta-
lactamase 
 
5.5.2.1. Inleiding 
 
De scheidingsbuffer vervult een sleutelrol in CE vermits de samenstelling ervan het 
migratiegedrag van de analieten fundamenteel bepaalt. Een geschikt buffersysteem moet 
ervoor zorgen dat alle analieten het gewenste elektroforetische gedrag vertonen, dat het 
systeem stabiel blijft en bovendien dat een voldoende scheiding tussen de verschillende 
analieten optreedt. Capillaire zone elektroforese (CZE) is een belangrijke scheidingstechniek 
voor zowel kleine als macromoleculaire componenten. Theoretisch wordt verwacht dat CE voor 
macromoleculen zoals proteïnen een hoge scheidingsefficiëntie (plaatgetal N > 106) vertoont 
wegens hun lage diffusiecoefficiënten. Het is echter zo dat, vooral voor proteïnen, interacties 
met de capillaire wand de efficiëntie in belangrijke mate kunnen reduceren. Deze interacties 
resulteren dikwijls in vervorming van de pieken of zelfs in totale retentie van de component in 
het capillair.  
 
5.5.2.2. Interacties van proteïnen met de fused silica capillaire wand 
 
Alhoewel fused silica een uiterst geschikt materiaal is voor afbakening van een scheidings-
compartiment in elektrogedreven methoden, vertoont het ook beperkingen. Ongemodificeerd 
fused silica kan bepaalde monstermoleculen, zoals proteïnen adsorberen [Green J.S., 1989].  
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Het gebruik van extreme pH-waarden is erg efficiënt voor de reductie van ionaire interacties 
(proteïne-adsorptie), zonder dat een expliciete modificatie van de capillaire wand vereist is. Bij 
voldoende hoge pH is het capillairoppervlak negatief geladen en bevindt de pH zich boven het 
isoëlektrische punt (pI) van het eiwit, waardoor deze een netto negatieve lading krijgt en dus op 
deze wijze wordt afgestoten van de capillaire wand. Anderzijds is bij voldoende lage pH de 
capillaire wand geprotoneerd en dus ongeladen en krijgt het eiwit een positieve lading vermits 
de buffer-pH zich beneden het isoëlektrische punt van het eiwit bevindt. Op deze manier kan de 
adsorptie van het eiwit aan de wand verhinderd worden. Een beperking bij deze aanpak is 
echter de verandering van de eiwitstructuur bij niet-fysiologische pH-waarden. Het pH-
stabiliteitsgebied van het A. hydrophila Zn beta-lactamase bevindt zich tussen pH 6,5 en 8,5 en 
het enzym vertoont hier zijn maximale activiteit. Boven een pH van 8,5 verliest het snel zijn 
activiteit, hetgeen zou kunnen wijzen op een denaturatie en beneden een pH van 6,5 verliest 
het enzym zijn Zn [Galleni M., 2002] en is dan uiteraard niet langer actief. Ter illustratie hiervan 
wordt in Figuur 5.10 het CE-ICP-MS elektroferogram weergegeven waarbij een CE-buffer met 
pH = 2,5 (50 mmol·L-1 fosfaat) werd aangewend om het A. hydrophila Zn beta-lactamase te 
detecteren (aangelegd potentiaalverschil: +30 kV). Hierbij werd nog geen overmaat Zn 
toegevoegd aan het Zn beta-lactamase, of m.a.w. per Zn beta-lactamase eiwitmolecule is er 
oorspronkelijk één Zn atoom gebonden.  
 
 
 
Figuur 5.10 Elektroferogram van het A. hydrophila Zn beta-lactamase opgenomen met CE-ICP-MS 
gebruik makend van een CE-buffer met pH = 2,5 (50 mmol·L-1 fosfaat); aangelegd potentiaalverschil: +30 
kV 
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Uit het elektroferogram volgt dat het A. hydrophila Zn beta-lactamase zijn Zn verliest waardoor 
het vrijgekomen Zn2+ wordt gescheiden van het eiwit en vroeger dan het eiwit (gekarakteriseerd 
door het 32S+-signaal) het CE-capillair verlaat. Vermits het A. hydrophila Zn beta-lactamase 
slechts stabiel is binnen een pH-gebied van 6,5 - 8,5 kon deze eenvoudige werkwijze om 
interacties tussen proteïne en de capillaire wand uit te sluiten niet toegepast worden. 
 
Het gebruik van buffers met hoge ionensterkte is een andere manier om wand-proteïne 
interacties te reduceren [Green J.S., 1989]. De bufferionen strijden dan met de proteïnen om de 
bindingsplaatsen op de wand. Het nadeel van deze hoge ionenconcentratie in de scheidings-
buffer, is de hoge elektrische stroom die in het capillair gegenereerd wordt door de ontwikkeling 
van Joule-warmte. Zwitterionen anderzijds bezitten geen netto lading en kunnen dus wel 
toegevoegd worden in hoge concentraties zonder bij te dragen tot de stroom. De zwitterionen 
nemen de actieve plaatsen op de capillairwand in en vormen zo een beschermende laag die 
proteïne-adsorptie reduceert [Walbroehl Y., 1989]. Tijdens het eerste luik van het onderzoek 
werd het gebruik van buffers met hoge ionensterkte meerdere keren toegepast en wordt verder 
uitvoerig besproken.  
 
Een andere mogelijkheid om adsorptieproblemen te vermijden is het aanbrengen van een 
dynamische modificatie op het capillairoppervlak door het toevoegen van lage concentraties 
niet-ionische polymeren, zoals polyvinylalcohol (PVA) en cellulosederivaten, aan de buffer 
[Gilges M., 1992]. De additieven adsorberen op de capillairwand en vormen zo een 
afschermend schild. Ook deze werkwijze wordt verder besproken. 
 
Anderzijds kan het capillair ook permanent gemodificeerd worden door een polymeer te binden 
aan de fused silica capillaire wand [Gilges M., 1992; Malik A., 1992; Horvath J., 2001]. Een 
ideaal wandbedekt capillair is stabiel over een breed pH-gebied. Verschillende materialen 
werden reeds onderzocht en PVA blijkt op dit moment de beste resultaten te geven, niet alleen 
wat vermijden van adsorptie betreft, maar ook wat betreft het reproduceerbaar aanmaken van 
deze wandbedekte (‘gecoate’) capillairen. Tevens werden reeds polymere capillairen, zoals 
polypropyleen (PP) en polybutyleentereftalaat (PBT) als scheidingskolom gebruikt [Liu P.Z., 
1993] maar het voornaamste nadeel van deze materialen is hun zeer lage UV-doorlaat-
baarheid. 
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5.5.2.3. Keuze en selectie van het CE-buffersysteem voor Aeromonas 
hydrophila Zn beta-lactamase  
 
In eerste instantie dienden de CE-condities voor de scheiding van het Zn-bevattend eiwit van de 
vrije Zn2+-ionen te worden geoptimaliseerd. Vermits op dit ogenblik van het onderzoek het CE-
systeem nog niet on-line kon gekoppeld worden met de ICP-massaspectrometer werden tal van 
experimenten in een eerste fase van het onderzoek uitsluitend uitgevoerd met CE/UV. Op deze 
manier kon reeds heel wat belangrijke en nuttige informatie verworven worden betreffende de 
adsorptie van het eiwit aan de capillaire wand. In alle CZE-experimenten werd gebruikt gemaakt 
van fused silica capillairen met een inwendige diameter van 50 of 75 µm en een uitwendige 
diameter van 360 µm. Het preconditioneringsprocédé (zie verder Tabel 5.9), dat later ook 
toegepast werd bij de experimenten uitgevoerd met CE-ICP-MS, is uiterst belangrijk voor een 
goede herhaalbaarheid en reproduceerbaarheid van de metingen. 
  
De pH-afhankelijkheid van de elektro-osmotische stroom (EOF) vereist het gebruik van buffers 
die een constante pH verzekeren. Efficiënte buffersystemen vertonen een bufferende werking in 
een gebied van ongeveer twee pH-eenheden rond de pKa-waarde. Een geschikte buffer voor 
CE moet aan volgende voorwaarden voldoen: (i) een hoge buffercapaciteit vertonen binnen het 
gekozen pH-gebied en (ii) een lage mobiliteit bezitten om de stroomontwikkeling te 
minimaliseren (dit vereist grote, weinig geladen ionen).          
 
Vermits het in dit onderzoek metalloproteïnen betrof en het de bedoeling was om het eiwit-
gebonden metaal te bepalen, diende de buffer-pH zodanig gekozen dat de structuur van het 
eiwit niet verandert. M.a.w. de buffer-pH werd gekozen binnen het pH-stabiliteitsgebied van het 
eiwit en bijgevolg lag de pH van het geschikte buffersysteem tussen 6,5 en 8,5. Bare fused 
silica capillairen hebben meerdere voordelen t.o.v. gecoate capillairen zoals lange levensduur, 
eenvoud en lage kostprijs. In dit onderzoek werd dan ook gestreefd naar gebruik van bare fused 
silica capillairen. In een pH-gebied tussen 6,5 en 8,5 zijn de silanolgroepen van de silicawand 
negatief geladen (-SiO-). Interactie tussen de negatief geladen silicawand van het capillair en de 
positieve ladingen van het Zn beta-lactamase was dan ook te verwachten. De grootste 
uitdaging was dan ook het vinden van een geschikt buffersysteem om het Zn beta-lactamase te 
scheiden van de vrije Zn2+-ionen in de oplossing. Een reeks buffers met verschillende 
samenstelling en pH werden getest, waarbij de keuze beperkt werd tot deze die geen S 
bevatten vermits het 32S+-signaal in verdere experimenten met behulp van CE-ICP-SF-MS werd 
geregistreerd voor de detectie en kwantificatie van het eiwit. 
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Twee alternatieven werden hierbij onderzocht. De pH van de scheidingsbuffer diende zoveel 
mogelijk te verschillen van het theoretisch isoëlektrische punt van het eiwit (pI = 7,25) om 
precipitatie van het eiwit bij een pH ≈ pI te vermijden. Vermits het A. hydrophila Zn beta-
lactamase slechts stabiel is in een pH-gebied van 6,5 tot 8,5, diende de pH van de scheidings-
buffer bijgevolg zo dicht mogelijk bij 6,5 of bij 8,5 te liggen. 
  
5.5.2.3.1. pH (scheidingsbuffer) groter dan theoretische pI (eiwit) 
 
Natriumboraat en Tris 
 
De keuze van de hoofdcomponent van de CE-scheidingsbuffer werd vooral bepaald door zijn 
pKa-waarde. Tris (Tris[hydroxymethyl]aminomethaan) en boorzuur hebben een pKa-waarde van 
respectievelijk 8,30 en 9,24. Vermits binnen het pH-gebied 6,5 - 8,5 diende te worden gewerkt 
omwille van de stabiliteit van de metalloproteïne en bovendien zowel Tris als natriumboraat een 
lage mobiliteit bezitten - wat voor een beperkte stroomontwikkeling in het capillair zorgt - werden 
beide bijgevolg in eerste instantie geselecteerd als mogelijke CE-buffers voor de scheiding van 
het Zn beta-lactamase van de vrije Zn2+-ionen. Door te werken bij een buffer-pH hoger dan de 
pI-waarde van het eiwit draagt het eiwit een netto negatieve lading. Binnen het pH-gebied 6,5 - 
8,5 is de fused silica capillaire wand bovendien negatief geladen wat het optreden van 
interacties tussen het eiwit en de capillaire wand drastisch doet verminderen. De ionensterkte 
van deze buffers kan opgedreven worden zonder een drastische verhoging van de elektrische 
stroom en dus zonder drastische warmte-ontwikkeling binnenin het capillair. Tris- en 
natriumboraatbuffers met verschillende concentraties werden onderzocht. Voor deze buffers is 
in Tabel 5.5 aangegeven of elektroforetische scheiding van het vrije Zn2+ en het A. hydrophila 
Zn beta-lactamase in principe mogelijk was.  
 
Tabel 5.5 Observaties voor A. hydrophila Zn beta-lactamase (a) bij verschillende natriumboraatbuffers 
(pH = 8,3) en (b) bij verschillende Trisbuffers (pH = 8,3); totale lengte van het CE-capillair: 41 cm; 
effectieve lengte van het CE-capillair: 32,5 cm; aangelegd potentiaalverschil: +20 kV; introductie: 
hydrodynamisch 500 mbar⋅s; i.d. CE-capillair: 50 µm 
 (a) natriumboraatbuffers (b) Trisbuffers 
Concentratie                         Observatie Concentratie                     Observatie                                       
50   mmol⋅L-1                                 totale retentie 50   mmol⋅L-1                           totale retentie                                                              
100 mmol⋅L-1                                piekdeformatie                                                  100 mmol⋅L-1                           piekdeformatie                                                                                          
250 mmol⋅L-1                                piekdeformatie                                                                          250 mmol⋅L-1  piekdeformatie                                                          
500 mmol⋅L-1                                piekdeformatie                                                                           500 mmol⋅L-1  piekdeformatie                     
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Bij een lage concentratie (50 mmol⋅L-1) van zowel de natriumboraatbuffer als de Trisbuffer werd 
het Zn beta-lactamase volledig weerhouden in het capillair t.g.v. interacties tussen de 
silicawand en de metalloproteïne, niettegenstaande de netto negatieve lading van het eiwit. Een 
toenemende ionensterkte van de buffer reduceerde de interacties waardoor de component niet 
meer volledig werd weerhouden in het capillair, maar sterke piekdeformatie optrad, zelfs bij een 
concentratie van 500 mmol⋅L-1 natriumboraat- of Trisbuffer. Het gebruik van bufferadditieven die 
de interacties tussen de negatief geladen silicawand van het capillair en het eiwit reduceren 
drong zich bijgevolg op.   
 
Hydroxyethylcellulose als bufferadditief (dynamische deactivatie) 
 
Toevoeging van zogenaamde ‘modifiers’ aan de buffer is een mogelijkheid om adsorptie van de 
component aan de capillaire wand te beperken. Een voordeel van deze dynamische bedekking 
is dat door het feit dat het additief aanwezig is in de buffer, de coating continu wordt 
geregenereerd en een permanente stabiliteit (zoals bij permanente of covalente coatings) niet 
vereist is. 
 
Om de interacties tussen de metalloproteïne en de capillaire wand te reduceren, werd 
hydroxyethylcellulose (HEC) als bufferadditief onderzocht (Figuur 5.11). HEC maskeert de 
negatieve lading van de capillaire wand en reduceert de EOF. De resultaten zijn samengevat in 
Tabel 5.6. De concentraties weergegeven in % komen overeen met massa/volume % (m/V %). 
Alle onderzochte buffers hebben een pH = 8,3. 
 
 
 
 
Figuur 5.11 Hydroxyethylcellulose 
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Tabel 5.6 Invloed van hydroxyethylcellulose (HEC) als bufferadditief bij natriumboraat- en Trisbuffers   
(pH = 8,3); totale lengte van het CE-capillair: 42,5 cm; effectieve lengte van het CE-capillair: 34 cm; 
aangelegd potentiaalverschil: +25 kV; introductie: hydrodynamisch 500 mbar⋅s; i.d. CE-capillair: 50 µm 
Buffer Additief Conclusie 
100 mmol⋅L-1 natriumboraat 0,1 % HEC Piekdeformatie 
100 mmol⋅L-1 natriumboraat 0,2 % HEC Piekdeformatie       
100 mmol⋅L-1 natriumboraat 0,3 % HEC Piekdeformatie       
100 mmol⋅L-1 natriumboraat 0,4 % HEC Stroomonderbreking       
100 mmol⋅L-1 natriumboraat  0,5 % HEC Stroomonderbreking 
500 mmol⋅L-1 natriumboraat 0,3 % HEC Piekdeformatie 
20 mmol⋅L-1 Tris 0,2 % HEC Volledige retentie van component       
50 mmol⋅L-1 Tris 0,2 % HEC Volledige retentie van component 
50 mmol⋅L-1 Tris 0,5 % HEC Stroomonderbreking  
100 mmol⋅L-1 Tris 0,2 % HEC Volledige retentie van component   
100 mmol⋅L-1 Tris 0,5 % HEC Volledige retentie van component 
500 mmol⋅L-1 Tris 0,3 % HEC Volledige retentie van component 
 
HEC als bufferadditief bij Tris- en natriumboraatbuffers kon de ionaire interacties tussen het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase en de capillaire wand niet in voldoende mate reduceren. Een 
toevoeging van HEC tussen 0,1 % en 0,3 % gaf aanleiding tot piekdeformatie bij de 
natriumboraatbuffers en tot volledige retentie van het Zn beta-lactamase bij de Trisbuffers. 
Toevoegen van meer dan 0,3 % HEC veroorzaakte meestal stroomonderbreking tijdens het 
elektroforeseproces, waarschijnlijk te wijten aan de hoge viscositeit van de buffer als gevolg van 
de aanwezigheid van een relatief grote hoeveelheid HEC. 
 
Natriumzout van inositol-hexafosforzuur (natriumfytaat) als bufferadditief 
 
Uit een literatuurstudie [Okafo G.N., 1994; Okafo G.N., 1995; Veraart J.R., 1997] bleek dat het 
natriumzout van inositol-hexafosforzuur, beter bekend als het natriumzout van fytinezuur (fytic 
acid) of natriumfytaat, als additief nuttig is voor de CE-scheiding van peptiden en proteïnen. 
Deze natuurlijk voorkomende component heeft verscheidene voordelen: hij is niet toxisch, is 
gemakkelijk commercieel verkrijgbaar en lost goed op in waterig milieu. Inositolhexafosforzuur 
of fytinezuur bevat zes fosfaatgroepen (zie Figuur 5.12) met pKa-waarden tussen 1,9 en 9,5. 
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Deze molecule heeft dus een polyanionisch karakter over een breed pH-gebied [Birrell H.C., 
1994]. Bij een pH rond 9 vertoont deze verbinding minstens 11 negatieve ladingen. Toevoegen 
van kleine hoeveelheden natriumfytaat aan de scheidingsbuffer leidt tot een verhoogde 
efficiëntie te wijten aan een ionparingsmechanisme tussen dit polyanion en de positieve 
ladingen van het eiwit waardoor een significante reductie van eiwitadsorptie aan de capillaire 
wand wordt verkregen. De meest belangrijke eigenschap van natriumfytaat is dat het een hoge 
ionensterkte combineert met een lage elektrische conductiviteit wat resulteert in een relatief 
lage elektrische stroom. Natriumfytaat kan niet alleen fungeren als bufferadditief, de zure vorm 
kan eveneens optreden als eigenlijke CE-buffer. In de hiernavolgende beschreven 
experimenten werd echter geopteerd voor een combinatie tussen een monoprotische buffer en 
natriumfytaat omdat dergelijke combinatie aanleiding geeft tot de hoogste efficiëntie [Okafo 
G.N., 1995]. 
 
Figuur 5.12 Dodecanatriumzout van inositol-hexafosforzuur (natriumfytaat) 
 
In eerste instantie werd het effect van de aanwezigheid van 50 mmol⋅L-1 natriumfytaat in de 
hierboven beschreven natriumboraat- en Trisbuffers (50, 100, 250 en 500 mmol⋅L-1; pH = 8,3) 
geëvalueerd. Vervolgens werden de concentraties van zowel de hoofdcomponent in de buffer 
(natriumboraat of Tris) als van natriumfytaat gevarieerd.  
 
Effect van natriumfytaat als bufferadditief 
 
In tegenstelling tot de 500, 250 en 100 mmol⋅L-1 natriumboraat- en Trisbuffers (pH = 8,3) waar 
in afwezigheid van natriumfytaat sterk gedeformeerde pieken verschenen (Figuur 5.13 a), resul-
teert het toevoegen van 50 mmol⋅L-1 natriumfytaat aan deze buffers in een relatief weinig gede-
formeerde piek voor het A. hydrophila Zn beta-lactamase (Figuur 5.13 b). Bij de 50 mmol⋅L-1 
natriumboraat- en Trisbuffer trad bij afwezigheid van natriumfytaat volledige retentie van het Zn 
beta-lactamase op, terwijl in aanwezigheid van 50 mmol⋅L-1 natriumfytaat als bufferadditief 
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opnieuw een weinig gedeformeerde piek verschijnt. Aanwezigheid van 50 mmol⋅L-1 
natriumfytaat in de natriumboraat- en Trisbuffers resulteerde dus in een drastische reductie van 
de adsorptie van het Zn beta-lactamase aan de capillaire wand. Dit experiment gaf aanleiding 
tot een verdere optimalisatie van de verhouding natriumboraat/natriumfytaat en 
Tris/natriumfytaat in de CE-scheidingsbuffer. 
 
 
 
                                            (a)                                                                            (b) 
Figuur 5.13 (a) Gedeformeerde versus (b) weinig gedeformeerde elektroforetische piek voor het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase bij gebruik van een 100 mmol·L-1 natriumboraatbuffer (pH = 8,3) (a) zonder 
en (b) met 50 mmol·L-1 natriumfytaat als bufferadditief; aangelegd potentiaalverschil: +5 kV; i.d. CE-
capillair: 50 µm 
 
Invloed van de concentratie van de scheidingsbuffer (natriumboraat/Tris + natriumfytaat) op de 
migratietijd en op de stroomontwikkeling 
 
Een hoge ionensterkte van de buffer resulteert in sterke elektrische stromen binnenin het CE-
capillair. In aanwezigheid van 50 mmol⋅L-1 natriumfytaat, werd de aangelegde spanning over het 
CE-capillair bij de 500 mmol⋅L-1, 250 mmol⋅L-1 en 100 mmol⋅L-1 natriumboraat- en Trisbuffers 
beperkt tot +5 kV en bij de 50 mmol⋅L-1 natriumboraat- en Trisbuffer tot +7,5 kV (totale lengte 
van het capillair: 41 cm). Hogere spanningen gaven aanleiding tot het ontstaan van dampbellen 
als gevolg van de warmte-ontwikkeling binnenin het capillair. Een lage aangelegde spanning 
resulteert echter in een langere verblijftijd van de component in het capillair en bijgevolg in een 
langere analyseduur. Teneinde de migratietijd van het A. hydrophila Zn beta-lactamase te 
verkorten diende de aangelegde spanning over het CE-capillair te worden verhoogd. Bijgevolg 
was het noodzakelijk om de ionensterkte van de buffer te verlagen en zodoende de 
stroomontwikkeling binnenin het capillair te beperken.  
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In eerste instantie werd een systematische verlaging van de natriumboraat/natriumfytaat- en 
Tris/natriumfytaat-concentratie uitgevoerd. De resulterende gemiddelde migratietijden (n = 3) en 
elektrische stromen bij een aangelegde spanning van +15 kV zijn samengevat in Tabel 5.7. Alle 
onderzochte buffers hebben een pH = 8,3. 
 
Tabel 5.7 Invloed van de concentraties natriumboraat/natriumfytaat en Tris/natriumfytaat in de 
scheidingsbuffer op de elektrische stroom en op de migratietijd van het A. hydrophila Zn beta-lactamase; 
introductie: hydrodynamisch 500 mbar⋅s; aangelegd potentiaalverschil: +15 kV; totale lengte van het 
capillair: 41 cm; effectieve lengte van het capillair: 32,5 cm; i.d. CE-capillair: 50 µm 
Natriumboraat/ 
natriumfytaat- 
concentratie 
Migratie-
tijd (min) 
Elektrische 
stroom 
(µA) 
Tris/natriumfytaat- 
concentratie 
Migratie-
tijd (min) 
Elektrische 
stroom 
(µA) 
50 mmol⋅L-1  /25 mmol⋅L-1 5,72 80 50 mmol⋅L-1/25 mmol⋅L-1 5,56 63 
50 mmol⋅L-1  /10 mmol⋅L-1 4,87 34 50 mmol⋅L-1/10 mmol⋅L-1 4,50 33 
25 mmol⋅L-1  /25 mmol⋅L-1 5,63 72 25 mmol⋅L-1/10 mmol⋅L-1 4,47 30 
25 mmol⋅L-1  /10 mmol⋅L-1 4,53 38 15 mmol⋅L-1/10 mmol⋅L-1 4,43 28 
25 mmol⋅L-1  /5 mmol⋅L-1 
Piek-
deformatie 
21,5    
15 mmol⋅L-1  /10 mmol⋅L-1 4,37 34    
15 mmol⋅L-1  /5 mmol⋅L-1 
Piek-
deformatie 
22    
10 mmol⋅L-1  /10 mmol⋅L-1 4,32 31    
5 mmol⋅L-1  /5 mmol⋅L-1 
Piek-
deformatie 
21    
5 mmol⋅L-1  /10 mmol⋅L-1 
Piek-
deformatie 
30    
 
De absolute concentraties van de hoofdcomponent (natriumboraat of Tris) en van natriumfytaat 
in de CE-buffer hebben een grote invloed op de piekvorm van het A. hydrophila Zn beta-
lactamase, evenals op de ontwikkelde elektrische stroom binnenin het CE-capillair. Talrijke 
combinaties van enerzijds Tris of natriumboraat en anderzijds natriumfytaat in de scheidings-
buffer konden gebruikt worden als potentiële buffers. De concentratie van beide componenten 
in de buffer diende enerzijds zo laag mogelijk te zijn met het oog op de latere CE-ICP-MS-
koppeling waarbij gebruik wordt gemaakt van een microconcentrische verstuiver zodat 
eventuele verstopping van deze laatste tot een minimum beperkt werd. Bovendien kan bij een 
lagere ontwikkelde elektrische stroom in het CE-capillair (door toevoegen van minder 
natriumfytaat) een hogere spanning worden aangelegd tijdens de elektroforetische scheiding 
wat de migratietijd van de te scheiden componenten aanzienlijk vermindert. Anderzijds 
resulteerde het toevoegen van kleinere hoeveelheden natriumfytaat aan de natriumboraat- en 
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Trisbuffers in een grotere deformatie van de eiwitpiek. Een compromis tussen beide moest dus 
gezocht worden. Daarom werd geopteerd om de scheidingsbuffer met als componenten 
natriumboraat en natriumfytaat verder chemometrisch te optimaliseren in functie van de 
piekhoogte van het Zn beta-lactamase. In het gebruikte experimentele design (zie verder) werd 
de concentratie van beide buffercomponenten gevarieerd binnen een beperkt gebied: de 
concentratie natriumboraat werd gevarieerd tussen de concentratiegrenzen van 1 mmol⋅L-1 en 
25 mmol⋅L-1 en de concentratie van natriumfytaat tussen 1 mmol⋅L-1 en 10 mmol⋅L-1. De pH van 
de scheidingsbuffer werd hierbij op een constante waarde van 8,3 gehouden.  
  
Lading van het A. hydrophila Zn beta-lactamase in aanwezigheid van natriumfytaat met CE-UV 
 
Tengevolge van het ionparingseffect dat optreedt tussen het Zn beta-lactamase en het aan de 
CE-buffer toegevoegde natriumfytaat (polyanionisch in een breed pH-gebied), is het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase (theoretische pI = 7,25) binnen het bestudeerde pH-gebied (6,5 - 
8,5) negatief geladen. Om dit te bevestigen werden twee CE-buffers bereid waarvan de eerste 
was samengesteld uit 25 mmol·L-1 natriumboraat en 10 mmol·L-1 natriumfytaat met een pH van 
8,5 en de tweede bestond uit 15 mmol·L-1 Tris en 10 mmol·L-1 natriumfytaat met een pH van 
6,5. Een elektroferogram werd opgenomen van een mengsel dat zowel het Zn beta-lactamase 
als een EOF-merker (thioureum) bevatte, met gebruik van de respectievelijke buffers en 
aanleggen van een spanningsverschil van +15 kV (Figuur 5.14).  
 
                                          (a)                                                                               (b) 
Figuur 5.14 CE-UV (214 nm) elektroferogram van een mengsel van thioureum en A. hydrophila Zn beta-
lactamase met als buffer (a) 25 mmol·L-1 natriumboraat/10 mmol·L-1 natriumfytaat (pH = 8,5) en (b) 15 
mmol·L-1 Tris/10 mmol·L-1 natriumfytaat (pH = 6,5); introductie: hydrodynamisch 500 mbar⋅s; aangelegd 
potentiaalverschil: +15 kV; totale lengte van het capillair: 41 cm; effectieve lengte van het capillair: 32,5 
cm; i.d. CE-capillair: 50 µm 
 
Zonder toevoeging van het natriumfytaat zou het Zn beta-lactamase bij een pH > pI negatief 
geladen zijn en bijgevolg ná de EOF het detectievenster passeren en bij een pH < pI positief 
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geladen zijn en dus vóór de EOF-merker gedetecteerd worden. Uit de elektroferogrammen 
(Figuur 5.14) kon echter afgeleid worden dat zowel bij een pH boven als bij een pH onder zijn 
theoretische pI, het Zn beta-lactamase na de EOF-merker wordt gedetecteerd, wat erop wijst 
dat in beide gevallen het eiwit een netto negatieve lading draagt. Men zou hieruit dus kunnen 
besluiten dat natriumfytaat inderdaad in staat is om het Zn beta-lactamase een negatieve lading 
te geven bij een pH < pI.  
 
Toch diende enige voorzichtigheid in acht te worden genomen bij het trekken van dit besluit. In 
een later stadium van dit onderzoek bleek immers dat de werkelijke pI van het A. hydrophila Zn 
beta-lactamase lager is dan de theoretische pI (7,25) en zelfs lager dan 6,75 (zie § 5.5.5). 
D.w.z. dat bij een buffer-pH van 6,5 het Zn beta-lactamase eiwit een netto negatieve lading 
draagt eenvoudigweg omdat de buffer-pH > werkelijke pI. Daarom werd eveneens een elektro-
ferogram opgenomen waarbij een CE-buffer werd aangewend met pH van 4,5, samengesteld 
uit 15 mmol·L-1 Tris en 10 mmol·L-1 natriumfytaat. Bij deze lage pH kon de EOF nog worden 
waargenomen. Bij een buffer-pH van 4,5 is het eiwit onder normale omstandigheden (in 
afwezigheid van natriumfytaat) positief geladen op voorwaarde dat zijn werkelijke pI hoger is 
dan 4,5 en zal dus een kortere migratietijd vertonen dan de EOF-merker. Aangezien de 
aangewende buffer-pH buiten het pH-stabiliteitsgebied van het Zn beta-lactamase viel, werd 
onder deze omstandigheden het eiwit wellicht (gedeeltelijk) gedenatureerd (merkbaar onder de 
vorm van een lager signaal). Vermits het slechts om een bevestiging ging van de mogelijkheid 
van natriumfytaat om negatieve ladingen op het eiwit te brengen, was dit toegelaten. Een CE-
UV elektroferogram van hetzelfde thioureum / Zn beta-lactamase mengsel werd opgenomen en 
is weergegeven in Figuur 5.15.  
 
Figuur 5.15 CE-UV (214 nm) elektroferogram van een mengsel van thioureum en A. hydrophila Zn beta-
lactamase met als buffer 15 mmol·L-1 Tris/10 mmol·L-1 natriumfytaat (pH = 4,5); introductie: 
hydrodynamisch 500 mbar⋅s; aangelegd potentiaalverschil: +15 kV; totale lengte van het capillair: 41 cm; 
effectieve lengte van het capillair: 32,5 cm; i.d. CE-capillair: 50 µm 
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Figuur 5.15 bevestigde het vermogen van natriumfytaat om het eiwit globaal een negatieve 
lading te geven vermits het Zn beta-lactamase ná de EOF het detectievenster passeert. 
Opgemerkt wordt dat hierbij wordt verondersteld dat de werkelijke pI-waarde van het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase hoger is dan 4,5. 
 
Optimalisatie van de concentratie van de scheidingsbuffer (samengesteld uit natriumboraat en 
natriumfytaat) i.f.v. de piekhoogte van het A. hydrophila Zn beta-lactamase: experimenteel 
design met CE-UV-ICP-SF-MS 
 
De buffersamenstelling (natriumboraat/natriumfytaat) werd chemometrisch geoptimaliseerd, 
gebruik makend van experimenteel design [Lundstedt T., 1998; Brereton R.G., 2003]. Een 
centraal composiet design voor twee factoren (factor 1 = concentratie natriumfytaat; factor 2 = 
concentratie natriumboraat) en één responsvariabele (piekhoogte) werd gebruikt. Centraal 
composiet design wordt opgebouwd uit (i) de hoekpunten van 2f of 2f-1,…factor design (met f = 
aantal factoren; in dit experiment is f = 2), (ii) sterpunten op een afstand α van het centraal punt 
en (iii) minstens één centraal punt. In het centraal punt worden er meestal replikaatmetingen 
uitgevoerd om de experimentele fout te kwantificeren. Door tenminste drie factorniveaus toe te 
passen (d.w.z. door experimenten uit te voeren bij drie of meer verschillende concentraties van 
natriumfytaat, respectievelijk, natriumboraat), wordt de respons beschreven door een 
kwadratisch model (y = b0 + b1 ⋅ x1 + b2  ⋅ x2 + b11 ⋅ x1
2 + b22
 · x2
2 + b12 ⋅ x1 ⋅ x2 voor f = 2). Dit 
model laat toe om (i) een maximale respons te vinden en (ii) na te gaan of interactie optreedt 
tussen de concentratie natriumfytaat en de concentratie natriumboraat, d.w.z. te verifiëren of 
deze concentraties de respons onafhankelijk beïnvloeden. Om verstopping van de micro-
concentrische verstuiver van de CEI-100 interface te vermijden, werd de concentratie van beide 
buffercomponenten gelimiteerd. De optimalisatie van de scheidingsbuffer werd daarom 
uitgevoerd met natriumboraatconcentraties variërend tussen 1 en 25 mmol⋅L-1 en met 
natriumfytaatconcentraties variërend tussen 1 en 10 mmol⋅L-1. Alle onderzochte buffers hadden 
een pH = 8,3. Doordat het optimum gezocht werd binnen gekende factorniveaus kon een 
roteerbaar centraal composiet design toegepast worden. In een roteerbaar centraal composiet 
design liggen de hoekpunten en de sterpunten op een gelijke afstand van het centrum, m.a.w. 
ze liggen, bij twee factoren, op een cirkel. Een centraal composiet design vereist het uitvoeren 
van minimum negen experimenten, zoals is aangegeven in Figuur 5.16. Om de onzekerheid te 
schatten, werden drie replikaatmetingen uitgevoerd in het centraal punt, wat resulteerde in een 
totaal van twaalf experimenten, die at random werden uitgevoerd. 
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Figuur 5.16 Roteerbaar centraal composiet design: experimentele set-up 
 
De simultaan uitgevoerde UV-detectie (bij 214 nm) en ICP-MS-detectie maakte het mogelijk om 
beide detectiesystemen te vergelijken. Met UV-detectie werd het hoogste signaal voor het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase bekomen in aanwezigheid van een hoge concentratie 
natriumfytaat (Figuur 5.17). In de praktijk was de toegelaten concentratie natriumfytaat in de 
scheidingsbuffer echter beperkt door de ontwikkeling van Joule-warmte in het CE-capillair. In 
eerste instantie werd voor de ICP-MS-detectie hetzelfde resultaat verwacht. Het bleek echter 
dat met ICP-MS-detectie de hoogste S+- en Zn+-signalen bekomen werden met een buffer met 
samenstelling van 16,6 mmol⋅L-1 natriumboraat en 6 mmol⋅L-1 natriumfytaat (pH = 8,3), zoals 
kon afgeleid worden uit de bekomen responsoppervlakken (Figuur 5.18). Naast gebruik van een 
responsoppervlak in een driedimensionale grafiek, waarbij de respons (y op de z-as) een 
oppervlak vormt in functie van de twee factoren (x1 op de x-as en x2 op de y-as), kan het 
resultaat eveneens weergegeven worden in een tweedimensionale grafiek, een zogenaamde 
contourgrafiek. Hierbij liggen gelijke responswaarden op één (gesloten) kromme in functie van 
de twee factoren (x1 op de x-as en x2 op de y-as). Bijgevolg hoort bij elke contour een respons-
waarde. De contourgrafiek is een ellips. Indien er geen interactie is, dan zijn de assen van de 
ellips evenwijdig met de factorassen. De kleinste ellips omsluit het minimum of maximum. Uit 
Figuur 5.19 kan afgeleid worden dat de concentratie van de componenten natriumboraat en 
natriumfytaat in de scheidingsbuffer niet met elkaar interageren en bijgevolg onafhankelijk van 
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elkaar de respons beïnvloeden. Een te hoge concentratie aan natriumfytaat in de 
scheidingsbuffer resulteerde dus bij ICP-MS-detectie in een gereduceerde piekhoogte van de 
32S+- en 64Zn+-signalen, wellicht te wijten aan signaalonderdrukking veroorzaakt door de 
toenemende hoeveelheid matrix in het plasma bij toenemende concentratie natriumfytaat in de 
buffer. De aangelegde spanning werd beperkt tot +15 kV omdat bij hogere aangelegde 
spanning, de ontwikkelde stroom in het capillair (i.d. 75 µm) 60 µA overschreed. Voor de andere 
aangewende condities van de CE-ICP-SF-MS set-up wordt verwezen naar Tabel 5.9. 
 
 
Figuur 5.17 Roteerbaar centraal composiet design met UV-detectie (214 nm) 
 
  
Figuur 5.18 Roteerbaar centraal composiet design met ICP-MS-detectie: 32S+-signaal en 64Zn+-signaal 
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Figuur 5.19 Contourgrafiek van 32S+-signaal en 64Zn+-signaal 
 
De herhaalbaarheid van de piekoppervlakte voor het A. hydrophila Zn beta-lactamase bedroeg 
16 % voor het 32S+-signaal, 22 % voor het 64Zn+-signaal en 12 % voor het UV-signaal (n = 5). 
Vergelijking van UV- met ICP-MS-detectie toont aan dat een belangrijke bron van imprecisie ligt 
bij de elektroforese (inclusief monsterintroductie), maar dat de CE-ICP-SF-MS set-up een extra 
bijdrage levert tot deze imprecisie. 
 
Met de chemometrisch geoptimaliseerde scheidingsbuffer (16,6 mmol⋅L-1 natriumboraat + 6 
mmol⋅L-1 natriumfytaat, pH = 8,3) bedroeg de recovery - bepaald door externe kalibratie t.o.v. 
albumine - voor S van het A. hydrophila Zn beta-lactamase 89 ± 17 % (95 % confidentie-
interval), wat doet vermoeden dat geen adsorptie van het A. hydrophila Zn beta-lactamase aan 
de capillaire wand optreedt. De recovery van het eiwitgebonden Zn daarentegen bedroeg 
slechts 58 ± 15 % (95 % confidentie-interval).  
 
De netto negatieve lading van de metalloproteïne, o.a. veroorzaakt door ionparing met 
natriumfytaat in de scheidingsbuffer, resulteerde bovendien in een migratietijd van 20 min voor 
het A. hydrophila Zn beta-lactamase. Omwille van de onzekerheid betreffende de oorzaak van 
de te lage Zn-recovery en aangezien een zo kort mogelijke migratietijd voor het eiwit gewenst 
was, werd geopteerd om natriumfytaat uit de scheidingsbuffer te elimineren en over te gaan op 
scheidingsbuffers met een lagere pH om aldus de migratietijd van het eiwit te verkorten. 
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5.5.2.3.2. pH (scheidingsbuffer) kleiner dan theoretische pI (eiwit) 
 
Om de migratietijd van het enzym te reduceren, werd natriumfytaat uit de scheidingsbuffer 
geëlimineerd en de buffer-pH verlaagd. Door de beperkte pH-stabiliteit van het eiwit, werd de 
pH van de scheidingsbuffer gereduceerd tot 6,75. Op basis van hun pKa-waarde, werden bis-
Trispropaan (1,3-bis[tris(hydroxymethyl)-methylamino]propaan; pKa van 6,8 en 9,0) en bis-Tris 
(2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2’,2’’-nitrilotriethanol; pKa van 6,5) geselecteerd als potentiële 
scheidingsbuffers. Figuur 5.20 geeft de formule voor (a) bis-Tris en (b) bis-Trispropaan.  
 
  
                                     (a)                                                                                   (b) 
Figuur 5.20 Formule van (a) bis-Tris en (b) bis-Trispropaan 
 
Met een scheidingsbuffer, samengesteld uit 25 mmol⋅L-1 bis-Trispropaan, diende de aangelegde 
spanning voor de elektroforetische scheiding te worden gelimiteerd tot +20 kV om de 
ontwikkelde elektrische stroom binnenin het CE-capillair (i.d. 75 µm) beneden 60 µA te houden. 
Bovendien bedroeg de migratietijd voor het A. hydrophila Zn beta-lactamase in het CE-ICP-MS-
elektroferogram bij gebruik van deze scheidingsbuffer ongeveer 18 min. Wanneer echter 
gebruik werd gemaakt van een 25 mmol⋅L-1 bis-Tris scheidingsbuffer, kon een spanning van 
+30 kV aangelegd worden voor de elektroforetische scheiding en werd een ontwikkelde stroom 
binnenin het CE-capillair van 20 µA niet overschreden. Niettegenstaande een migratietijd voor 
het A. hydrophila Zn beta-lactamase van minder dan 10 min werd verkregen, trad adsorptie van 
het eiwit aan de capillaire wand op, hetgeen resulteerde in brede elektroforetische pieken. Om 
deze adsorptie te vermijden, werd de ionensterkte van de bis-Tris scheidingsbuffer verhoogd. 
Tabel 5.8 geeft een samenvatting van de resultaten bekomen bij de onderzochte bis-Tris 
scheidingsbuffers (pH = 6,75).  
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Tabel 5.8 Resultaten van de onderzochte bis-Tris scheidingsbuffers (pH = 6,75) 
Concentratie bis-Tris Observatie 
25 mmol·L-1  
Brede piek                                                                 
Adsorptie van eiwit aan capillaire wand 
50 mmol·L-1 
Brede piek                                                            
Adsorptie van eiwit aan capillaire wand 
75 mmol·L-1 
Scherpe piek                                                              
Geen adsorptie                                                         
Spanning +30 kV                                                     
Stroom ≈ 60 µAMigratietijd ≈ 10 min 
100 mmol·L-1 
Geen piek                                             
‘Salting out’                                                        
Precipitatie van eiwit 
 
Met een scheidingsbuffer van 50 mmol⋅L-1 bis-Tris werden nog steeds brede pieken verkregen. 
Bij een concentratie van 100 mmol⋅L-1 bis-Tris als scheidingsbuffer, trad ‘salting out’ precipitatie 
van het enzym op, te wijten aan een te hoge ionensterkte van de buffer waardoor geen signaal 
meer werd bekomen. Bij een scheidingsbuffer van 75 mmol⋅L-1 bis-Tris (pH = 6,75), werd een 
migratietijd voor het enzym bekomen van ongeveer 10 min. Aanleggen van een spanning van 
+30 kV resulteerde in een elektrische stroom van ongeveer 60 µA binnenin het CE-capillair. De 
onder de vermelde condities oorspronkelijk bepaalde LOD (3s-criterium voor tien 30 s 
achtergrondsecties) - zoals vermeld door Van Lierde et al. [Van Lierde V., 2005] - bedroeg 8 ng 
A. hydrophila Zn beta-lactamase (berekend op basis van S) en 3 ng A. hydrophila Zn beta-
lactamase (berekend op basis van Zn). Op een latere datum (na publicatie) werd echter een 
nog betere LOD van 0,4 ng A. hydrophila Zn beta-lactamase (berekend op basis van S) en 0,1 
ng A. hydrophila Zn beta-lactamase (berekend op basis van Zn) verkregen onder deze 
condities. Omwille van deze kenmerken, werd 75 mmol⋅L-1 bis-Tris (pH = 6,75) geselecteerd als 
scheidingsbuffer voor de scheiding van het metallo beta-lactamase van vrij Zn2+ in alle volgende 
experimenten. De aangewende scheidingscondities voor de CE-ICP-SF-MS-experimenten 
worden samengevat in Tabel 5.9. 
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Tabel 5.9 Experimentele condities van de CE-ICP-SF-MS set-up 
 
Capillaire                                    
 
Spanning   
Introductie 
Capillair  
 
 
 
 
 
Preconditionering 
 
 
 
 
 
 
elektroforese
 
+30 kV 
Hydrodynamisch 1000 mbar·s 
Introductievolume 110 nL 
Bare fused silica  
Lengte tot UV-detectie: 21,6 cm 
Totale lengte ± 70 cm 
75 µm inwendige diameter 
360 µm uitwendige diameter  
Vóór gebruik 
20 min KOH 1 mol·L-1 
20 min milli-Q H2O 
20 min scheidingsbuffer 
Vóór elke run 
0,5 min KOH 0,1 mol·L-1 
1 min milli-Q H2O 
4 min scheidingsbuffer  
 
ICP-SF-MS 
 
Massaresolutie   
Koelgasdebiet 
Hulpgasdebiet 
Draaggasdebiet 
RF-vermogen 
Guard elektrode  
Make-up vloeistofdebiet 
Gemeten isotopen 
Verblijftijd per datapunt  
Aantal datapunten per piek 
 
 
 
3000 
13 L·min-1 
1,03 L·min-1 
1,0 - 1,2 L·min-1 
1200 W 
Verbonden 
8 - 12 µL·min-1 
32S, 64Zn 
10 ms 
15 
 
5.5.3. Herhaalbaarheid van de migratietijd en piekoppervlakte van het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase met CE-ICP-SF-MS 
 
De herhaalbaarheid van zowel de migratietijd als de piekoppervlakte werd nagegaan aan de 
hand van 10 opeenvolgende metingen van het A. hydrophila Zn beta-lactamase (196 µmol·L-1 in 
15 mmol⋅L-1 natriumcacodylaat; pH = 6,5) onder de CE-condities zoals beschreven in Tabel 5.9 
en met 75 mmol⋅L-1 bis-Tris (pH = 6,75) als scheidingsbuffer. De resultaten zijn samengevat in 
Tabel 5.10. 
 
Tabel 5.10 Herhaalbaarheid van de migratietijd en de piekoppervlakte van het A. hydrophila Zn beta-
lactamase voor 10 opeenvolgende metingen met CE-ICP-SF-MS en met 75 mmol⋅L-1 bis-Tris (pH = 6,75) 
als scheidingsbuffer 
 RSD (%) migratietijd  RSD (%) piekoppervlakte 
32
S
+
-signaal 4,3 32S+-signaal 15 
64
Zn
+
-signaal 3,5 64Zn+-signaal 18 
UV-signaal 1,6 UV-signaal 9,6 
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5.5.4. Detectielimiet van S en Zn met (CE-)ICP-SF-MS 
 
De detectielimiet (LOD) geeft de laagste concentratie weer, waarvoor een signaal wordt 
verkregen dat significant van de blanco verschilt. Doorgaans wordt de detectielimiet berekend 
volgens de aanbevelingen van de “International Union of Pure and Applied Chemistry” (IUPAC) 
[IUPAC, 1978], gebruik makend van het 3s-criterium: 
std
stdbl3LOD
signaal
ieconcentrats ⋅
=  
bls  geeft hierbij de standaardafwijking op het blancosignaal weer voor n bepalingen (met n 
doorgaans 10).  
 
Omwille van het optreden van spectrale interferenties (spectrale overlap van 32S+- en 16O2
+-
signalen en van 64Zn+-, 32S2
+- en 32S16O2(H)
+-signalen) diende te worden gemeten bij massa-
resolutie R = 3000. De met PN-ICP-SF-MS verkregen LOD voor S en Zn, bedroeg 
respectievelijk 8,0 en 2,0 µg·L-1. Als blanco werd 0,14 mol·L-1 HNO3 aangewend en de ZnSO4-
standaardoplossing werd eveneens bereid in 0,14 mol·L-1 HNO3. 
 
Vermits bij CE-ICP-SF-MS-metingen, in tegenstelling tot PN-ICP-SF-MS, transiënte signalen 
worden verkregen, werd hierbij voor de bepaling van de LOD voor S en Zn een elektroferogram 
opgenomen van een standaardoplossing (albumine en ZnCl2, respectievelijk) waarvan de 
achtergrond werd verdeeld in tien gelijke stukken met dezelfde breedte (in tijdseenheden) als 
de elektroforetische piek (piekbreedte op halve hoogte). Het verkregen aantal tellen werd 
uitgemiddeld per tijdseenheid. De aangewende condities zijn dezelfde als beschreven in Tabel 
5.9. De LOD voor S en Zn bedroeg respectievelijk 2,4 pg en 0,74 pg. Rekening houdend met 
een monsterintroductievolume van 110 nL, bedroeg de LOD voor S en Zn respectievelijk 22 
µg·L-1 en 6,7 µg·L-1. 
 
5.5.5. Elektro-osmotische stroom (Electro osmotic flow; EOF) 
 
Voor de bepaling van de EOF onder de geoptimaliseerde omstandigheden (scheidingsbuffer: 
75 mmol·L-1 bis-Tris pH = 6,75; aangelegd potentiaalverschil: +30 kV) werd de neutrale en S-
bevattende component thioureum gebruikt als zogenaamde EOF-merkstof of -merker waarvan 
het 32S+-signaal werd geregistreerd met ICP-SF-MS. Door gebruik te maken van een 
scheidingsbuffer met pH = 6,75 en doordat de theoretische pI van het eiwit 7,25 bedraagt, werd 
verwacht dat het eiwit een netto positieve lading droeg en dus zou migreren vóór de EOF. Toch 
werd vastgesteld dat de migratietijd van thioureum kleiner was dan deze van het enzym, wat 
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erop wees dat het enzym alsnog een netto negatieve lading droeg. Om de mogelijkheid van 
enige interactie van thioureum met de scheidingsbuffer, die zou resulteren in een geladen 
thioureum component, te elimineren, werd dimethylsulfoxide (DMSO) eveneens aangewend als 
EOF-merkstof. Hierbij werd dezelfde migratietijd als voor thioureum bekomen. Hieruit werd 
besloten dat de theoretische pI-waarde (voor een gedenatureerd eiwit) van 7,25 voor het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase niet overeenkomt met zijn werkelijke pI-waarde (dus in het geval 
het eiwit niet gedenatureerd is of m.a.w. in geval van het natieve eiwit). De werkelijke pI-waarde 
wordt verwacht lager te zijn dan 6,75 (de pH van de scheidingsbuffer). Het gegeven dat het 
eiwit een netto negatieve lading draagt bij de gebruikte buffer-pH van 6,75 - in tegenstelling tot 
wat werd gedacht op basis van de theoretische pI-waarde - heeft echter geen invloed op de 
resultaten.  
 
5.5.6. Monsterintroductie 
 
Voor de scheiding van de metalloproteïne van vrij Zn2+, werd hydrodynamische monster-
introductie verkozen boven elektrokinetische introductie. Vermits voor de bepaling van de 
stoichiometrische verhouding Zn / eiwit, externe kalibratie uitgevoerd werd met standaarden die 
verschillend waren van het metalloënzyme, konden discriminatie-effecten optreden in het geval 
van elektrokinetische introductie. Omdat Zn2+ gebruikt werd voor de kwantificatie van het eiwit-
gebonden Zn, zou elektrokinetische introductie van deze standaard leiden tot een grotere 
hoeveelheid vrij Zn2+ geïntroduceerd in het capillair, in vergelijking met de hoeveelheid Zn beta-
lactamase. Zn2+-ionen zijn immers veel kleiner en hebben een hogere ladingsdichtheid dan het 
Zn beta-lactamase. Hydrodynamische introductie van standaarden en monster garandeert dat 
een gelijke hoeveelheid van de oplossing in het capillair wordt gebracht op voorwaarde dat de 
viscositeiten van standaarden en monster gelijk zijn. Door de lage S- en Zn-inhoud van het 
monster (eiwit) werd geopteerd voor een relatief groot monstervolume (110 nL) bij een druk van 
50 mbar, overeenkomend met 20 s introductietijd (1000 mbar⋅s). 
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5.5.7. Kwantitatieve resultaten 
 
5.5.7.1. Stoichiometrische Zn / S verhouding vóór verzadiging van het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase met Zn 
 
In eerste instantie werd de mono-Zn vorm van het A. hydrophila Zn beta-lactamase onderzocht. 
Dit betekent dat alleen de Zn-bindingsplaats van het eiwit met de hoogste affiniteit bezet was. 
Albumine en Zn2+ (vorm: ZnCl2) werden geselecteerd als externe standaarden voor, 
respectievelijk, S en Zn. De elektroferogrammen die verkregen werden voor het A. hydrophila 
Zn beta-lactamase, de albumine-standaard en de Zn-standaard worden weergegeven in Figuur 
5.21. Als scheidingsbuffer en als make-up vloeistof werd 75 mmol·L-1 bis-Tris (pH = 6,75) 
aangewend. Voor de scheidingscondities wordt verwezen naar Tabel 5.9. Een stoichio-
metrische verhouding Zn / S van 0,20 ± 0,02 (95 % confidentie-interval) voor n = 3 werd 
bekomen, hetgeen niet significant verschillend is van de theoretische waarde van 0,20 (1 / 5).  
 
 
 
Figuur 5.21 Elektroferogram bekomen voor (a) het A. hydrophila Zn beta-lactamase, vóór verzadiging 
van het enzym met Zn2+, (b) albumine-standaard en (c) ZnCl2-standaard 
 
5.5.7.2. Scheiding van ongebonden Zn van de metalloproteïne  
 
Het di-Zn enzym werd bekomen door dialyse van de enzymoplossing tegenover een oplossing 
samengesteld uit 15 mmol·L-1 natriumcacodylaat en 100 µmol·L-1 ZnSO4
 (pH = 6,5), gedurende 
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een nacht bij 4°C (1 volume adialysaat t.o.v. 100 volumes dialysaat). Figuur 5.22 toont de 
mogelijkheden aan van de methode om het Zn beta-lactamase te scheiden van ongebonden 
Zn2+, onmiddellijk na incubatie van het enzym met een overmaat vrij Zn2+. 
 
Niettegenstaande het eiwit werd geïdentificeerd door registratie van het S+-signaal, kon toch 
ZnSO4 gebruikt worden voor de incubatie van het Zn beta-lactamase met Zn
2+, vermits het 
sulfaation gescheiden werd van de targetmolecule (Zn beta-lactamase) gedurende de 
elektroforetische scheiding. Een stoichiometrische Zn / S verhouding van 0,39 ± 0,05 (95 % 
confidentie-interval) voor n = 3 werd bekomen, hetgeen niet significant verschillend is van de 
theoretische Zn / S verhouding van 0,40 (2 / 5) na verzadiging van het eiwit met Zn. 
 
 
 
Figuur 5.22 Elektroferogram bekomen voor het A. hydrophila Zn beta-lactamase, na verzadiging van het 
enzym met Zn2+ 
                                          
5.6. Besluit 
 
Deze studie toont de mogelijkheden van CE-ICP-MS voor de stoichiometrische bepaling van de 
metaal / eiwit verhouding, gebruik makend van bare fused silica capillairen. Het ontwikkelde 
procédé biedt een snelle en gevoelige methode voor dit soort van speciatie-onderzoek. De 
voordelen van CE in vergelijking met dialyse (traditionele methode) als scheidingstechniek zijn 
weergegeven in Tabel 5.11. 
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Tabel 5.11 Dialyse versus CE als scheidingstechniek 
DIALYSE CE 
Resterend vrij metaal in eiwitoplossing Volledige scheiding metalloproteïne van vrij metaal 
Uitgebreide monstervoorbereiding  Beperkte monstervoorbereiding  
Off-line bepaling: 
• metaal met ICP-MS   
• eiwit met UV-detectie 
On-line bepaling: 
• metaal en eiwit met ICP-MS 
(Bepaling van eiwit door registratie van S+-signaal) 
Risico op verwijderen van eiwitgebonden metaal 
hoger (echter ook afhankelijk van bindingskinetiek) 
Risico op verwijderen van eiwitgebonden metaal 
lager (echter ook afhankelijk van bindingskinetiek) 
 
Als gevolg van de kleine hoeveelheid eiwit die soms ter beschikking is, biedt CE een belangrijk 
voordeel vermits slechts microliters vereist zijn voor meerdere analysen. Naast een belangrijke 
reductie in monstervoorbereiding (waardoor het risico op contaminatie en/of analietverliezen 
wordt herleid tot een minimum) en monsterverbruik, biedt gebruik van CE voor de scheiding van 
de metalloproteïne van het resterende vrij metaal in de oplossing, een belangrijk bijkomend 
voordeel in vergelijking met dialyse vermits het risico op het verwijderen van het eiwitgebonden 
metaal klein is door de veel kortere scheidingstijd (ongeveer 10 min). Over de bindingskinetiek 
van Zn aan het A. hydrophila Zn beta-lactamase CphA kon op basis van de dialyse-experimen-
ten afgeleid worden dat verlies van eiwitgebonden Zn waarneembaar wordt na 2,5 dagen van 
dialyse waarbij het dialysaat dagelijks ververst werd (zie Figuur 5.9). Daarentegen kan gesteld 
worden dat de bindingskinetiek van Zn aan het A. hydrophila Zn beta-lactamase CphA 
voldoende traag was om een kwantitatieve bepaling van het eiwitgebonden Zn met CE-ICP-MS 
onder de geoptimaliseerde omstandigheden (tijd nodig voor de scheiding van het Zn beta-
lactamase van het vrije Zn2+ bedraagt ongeveer 10 min) mogelijk te maken (zie § 5.5.7). 
Bovendien vormt eventuele contaminatie van de enzymoplossing met Zn niet langer een 
probleem vermits vrij Zn2+ gescheiden wordt van de metalloproteïne door CE. Doordat bij 
dialyse uiteindelijk een evenwicht bereikt wordt, is steeds resterend vrij metaal aanwezig in de 
oplossing, terwijl bij CE als scheidingstechniek een volledige scheiding van de metalloproteïne 
van het vrij metaal wordt bekomen. Bij dialyse als scheidingstechniek is een simultane on-line 
bepaling van eiwit en metaal niet mogelijk en dienen zowel het metaal (m.b.v. ICP-MS, PIXE) 
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als het eiwit (m.b.v. UV-detectie, eventueel ICP-MS) off-line te worden bepaald. Dit is in 
tegenstelling met CE als scheidingstechniek die door de commerciële introductie van de CE-
ICP-MS interface op eenvoudige wijze on-line kan gekoppeld worden met ICP-MS. Bovendien 
kan het eiwit niet alleen met on-line UV-detectie worden gekwantificeerd maar ook simultaan 
met ICP-MS door registratie van het S+-signaal. Niettegenstaande hier aangetoond voor het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase als ‘proof of concept’, wordt verondersteld dat de CE-ICP-MS-
benadering kan uitgebreid worden naar andere metalloproteïnen op voorwaarde dat hun 
primaire structuur (en dus hun S-gehalte) gekend is. Wellicht zullen de meetcondities (o.m. 
samenstelling van de buffer) echter in meer of mindere mate moeten worden aangepast, 
afhankelijk van de eigenschappen van de onderzochte metalloproteïne. Desalniettemin kan de 
hier beschreven wijze van optimalisatie van de aangewende condities een goede leidraad zijn. 
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6.1. Chroom: algemeen 
 
6.1.1. Inleiding  
[Barceloux D.G., 1999] 
 
In 1761 vond Johann Gottlob Lehmann in het Oeralgebergte een oranje-rood mineraal dat hij 
Siberisch rood lood noemde. Later bleek dat hij het mineraal crocoiet had gevonden dat uit 
loodchromaat (PbCrO4) bestaat. Enkele jaren later bezocht Peter Simon Pallas de locatie 
opnieuw en ontdekte dat het Siberisch rood lood zeer geschikt was als pigment in verf. Spoedig 
daarna werd het materiaal populair en bleek ook een heldere gele kleurstof te kunnen worden 
gemaakt uit crocoiet. In 1797 lukte het Nicolas-Louis Vauquelin om chroomoxide uit crocoiet te 
isoleren door het mineraal te mengen met zoutzuur [Burrows D., 1990]. Een jaar later bleek 
deze Franse chemicus in staat om uit chroomoxide metallisch chroom te isoleren door het in 
een oven te verhitten. Later ontdekte hij dat sommige edelstenen (zoals robijn) ook sporen van 
chroom bevatten. 
 
Chroom is een blauw-wit, hard, corrosieresistent metaal. De naam chroom komt van het griekse 
chroma, dat kleur betekent. Chroom kan worden opgepoetst, zodat er een glanzend oppervlak 
ontstaat en wordt vaak op andere metalen gespoten om een beschermende laag te vormen. 
Chroom wordt aan staal toegevoegd om het harder te maken en om roestvrij staal te creëren, 
een staallegering die tenminste 10 % chroom bevat. Andere chroom/staal legeringen worden 
gebruikt om pantsers, kluizen, patronen en gereedschap te maken.  
Chroom kan veel verschillende verbindingen aangaan die uiteenlopende industriële 
toepassingen kennen. Vooral de chemische industrie, de metallurgie en de bewerkende 
industrieën zijn hoofdgebruikers van chroombevattende componenten. Commerciële toepas-
singen van chroom omvatten ondermeer leerlooien, elektroplating, houtbeschermings-
producten, glasreinigingsproducten, luciferproductie, metaalafwerking en pigmenten. 
Loodchromaat (PbCrO4), ook wel gele chroom genoemd, wordt gebruikt als geel pigment in 
verf. Chroomoxide (Cr2O3), ook wel groene chroom genoemd, is de negende meest 
voorkomende verbinding in de aardkorst en het wordt veel gebruikt als pigment in groene verf. 
Robijnen en smaragden hebben hun kleuren ook te danken aan chroomverbindingen. 
Chroomverbindingen worden tevens gebruikt om aluminium te beschermen, een proces waarbij  
een dikke beschermlaag van oxide op aluminium wordt aangebracht. Chromiet (FeCr2O4), een 
chroomerts, wordt gebruikt om gietvormen te maken vanwege het hoge smeltpunt, de beperkte 
thermische expansie en de stabiele kristalstructuur. Naast de toepassingen van de natuurlijk 
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voorkomende isotopen (50Cr, 52Cr, 53Cr, 54Cr), wordt de artificiële, radioactieve isotoop 51Cr 
veelvuldig gebruikt voor biomedische toepassingen. 
 
Cr(VI) komt voor als chromaten en als dichromaten van kalium, natrium, calcium en ammonium 
die goed wateroplosbaar zijn, terwijl barium-, lood- en zirconiumchromaten en -dichromaten 
slecht oplosbaar zijn. In het algemeen is dichromaat beter oplosbaar dan het overeen-
stemmende chromaat.  
 
Cr(III) komt voor als zout van anorganische of organische zuren, zoals chlorides, nitraten, 
sulfaten en oxalaten. De meeste van deze zouten zijn wateroplosbaar, maar dringen minder 
goed doorheen de huid in vergelijking met wateroplosbare Cr(VI)-componenten. Cr(VI) kan 
celmembranen passeren en intracellulair gereduceerd worden tot Cr(III). Er is geen direct bewijs 
dat biologische systemen Cr(III)-componenten kunnen omzetten tot Cr(VI)-componenten.  
 
6.1.2. Chemische eigenschappen 
[Barceloux D.G., 1999] 
 
Chroom is één van de meest verspreide metalen. Niettegenstaande de oxidatietoestanden van 
chroom variëren van -II tot + VI, zijn de belangrijkste: 0, III en VI.  Elementair chroom, Cr(0), 
komt niet op natuurlijke wijze voor op aarde. De meeste chroombevattende componenten 
komen voor als haliden, oxiden of sulfiden. De divalente oxidatietoestand is een sterk reductans 
en bijgevolg ontbindt deze vorm zeer snel in lucht of water met vorming van de relatief inerte 
trivalente component Cr(III). De hexavalente vorm, Cr(VI), is naast de trivalente vorm de tweede 
meest stabiele vorm van chroom en is een sterk oxidans, vooral in zuur milieu. Cr(VI) komt 
meestal voor als oxiden of als oxohaliden. De reductie van Cr(VI) tot Cr(III) verloopt 
gemakkelijker met afnemende pH. Chromaat komt slechts zelden voor in de natuur (in het 
mineraal crocoiet, PbCrO4) en dus is het meeste chromaat afkomstig van antropogene bronnen. 
Cr(IV)- en Cr(V)-componenten zijn relatief onstabiel en komen zelden voor in de natuur. 
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6.1.3. Toxiciteit 
[Barceloux D.G., 1999; Cornelis R., 2003] 
 
6.1.3.1. Gezondheidseffecten van chroom 
 
Mensen kunnen op een aantal manieren blootgesteld worden aan chroom, namelijk door (i) 
opname via de voeding, (ii) inademing en (iii) huidcontact met chroom of chroommengsels. 
Cr(III) is essentieel en komt tussen in het metabolisme van insuline. Cr(VI) vormt een gevaar 
voor de menselijke gezondheid. Het kan het genetisch materiaal veranderen en kanker 
veroorzaken. De toxiciteit van een Cr(VI)-component is afhankelijk van zowel zijn oxiderende 
als zijn corrosieve eigenschappen.  
 
In het drinkwater is het chroomgehalte doorgaans laag. Meestal is het zo dat mensen Cr(III) 
opnemen via de voeding, omdat Cr(III) van nature in veel groenten, fruit, gisten en granen 
voorkomt. Verschillende methoden van voedselbereiding en voedselopslag kunnen het gehalte 
chroom in het voedsel veranderen. Zo kan de opslag van voedsel in stalen tanks of blikken tot 
een stijging van de chroomconcentratie aanleiding geven. Een tekort aan Cr(III) kan hartkwalen, 
de verstoring van de suikerstofwisseling en diabetes veroorzaken. De aanbevolen dagelijkse 
hoeveelheid (ADH) Cr(III) bedraagt 50 - 200 µg. Met uitzondering van chroomsulfaat, zijn Cr(III)-
componenten nagenoeg niet toxisch. De opname van teveel Cr(III) kan echter ook gezond-
heidsproblemen veroorzaken, zoals huiduitslag. De LD50 (oraal, rat) voor K2Cr2O7 bedraagt 25 
mg·kg-1 lichaamsgewicht [Mallinckrodt Baker, 2005]. Orale opname van 1 g K2Cr2O7 wordt als 
dodelijk voor de mens beschouwd [Merian E., 1984; Koch R., 1989].  
 
Het chroomgehalte in de lucht is laag. Mensen die roken hebben een grotere kans om bloot-
gesteld te worden aan chroom. Het inademen van Cr(VI) kan neusirritaties en neusbloedingen 
veroorzaken, alsook zweervorming en perforatie van het neusseptum, irritatie van de keelholte 
en het strottehoofd, astmatische bronchitis, bronchiole krampen en oedeem. De LC50 voor 
K2Cr2O7 (rat, inhalatie, 4 uur blootstelling) bedraagt 94 mg·kg
-1 lichaamsgewicht [Sentury 
Reagents, 1999]. 
 
Effecten van chroom op de huid kunnen irriterend (zweren, dermatitis) of allergisch (b.v. 
lederallergie) zijn. De LD50 (dermaal, konijn) voor K2Cr2O7 bedraagt 14 mg·kg
-1 lichaamsgewicht 
[Mallinckrodt Baker, 2005]. 
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6.1.3.2. Milieu-effecten van chroom 
 
Er zijn verschillende chroomspecies die alle een ander effect hebben op organismen. Chroom 
komt in de vorm van Cr(III) en Cr(VI) voor in de lucht en de bodem en komt daar terecht door 
natuurlijke processen en menselijke activiteiten. De belangrijkste menselijke activiteiten die de 
concentratie aan Cr(III) verhogen, zijn de productie van staal, leder en textiel. De belangrijkste 
menselijke activiteiten die de concentratie aan Cr(VI) verhogen, zijn de chemische industrie, de 
lederindustrie, de textielindustrie, gebruik van elektroverven en andere Cr(VI)-toepassingen in 
de industrie.  Deze toepassingen verhogen vooral de concentratie aan chroom in het water. 
Door de verbranding van steenkool komt chroom uiteindelijk ook in de lucht terecht en door het 
dumpen van chroom komt het in de bodem. 
 
Het meeste chroom in de lucht bezinkt uiteindelijk en eindigt in het water of de bodem. Chroom 
dat in de bodem zit, vertoont een grote affiniteit voor bodemdeeltjes en zal zich daarom niet zo 
snel naar het grondwater verplaatsen. In het water adsorbeert chroom aan het sediment en 
wordt op die manier immobiel. Slechts een klein deel van het chroom dat in het water terecht 
komt, lost uiteindelijk op.  
 
Gewassen bevatten bepaalde systemen die ervoor zorgen dat de opname aan chroom zo laag 
is, dat deze geen schade kan aanrichten. Maar wanneer de hoeveelheid chroom in de bodem 
stijgt, kan dit ervoor zorgen dat de concentratie chroom in gewassen toch toeneemt. Verzuring 
van de grond kan ook de opname van chroom door gewassen beïnvloeden.  
 
Chroom staat niet bekend als een stof die accumuleert in de lichamen van vissen, maar 
vanwege de lozing van metaalproducten in oppervlaktewateren, kunnen hoge concentraties 
chroom de kieuwen van vissen die vlak bij de lozingsplaats zwemmen, beschadigen. 
In dieren kan chroom ademhalingsproblemen, geboorteafwijkingen, onvruchtbaarheid en de 
vorming van tumoren veroorzaken. 
 
6.1.4. Leerlooien 
 
De aanwezigheid van chroom in chroomgelooid leder vertegenwoordigt een aanzienlijk 
gezondheidsprobleem vermits het aanleiding kan geven tot chronische allergische contact-
dermatitis [Zachariae C.O., 1996; Hansen M.B., 2002; Freeman S., 1997, Geier J., 2000; 
Oumeish O.Y., 1980; Rudzki E., 1980]. Niettegenstaande uitsluitend Cr(III), onder de vorm van 
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chroomsulfaat, gebruikt wordt bij het looien van leder, kan eveneens Cr(VI) aanwezig zijn in het 
leder als gevolg van oxidatie van Cr(III) tijdens het looiproces. Cr(VI) is een welbekend 
contactallergeen dat in staat is om reeds bij zeer lage concentraties dermatitis uit te lokken 
[Allenby C.F., 1983; Kosann M.K., 1998]. De capaciteit van Cr(III) om dermatitis uit te lokken 
werd nog niet systematisch onderzocht, maar in vergelijking met Cr(VI) zijn veel hogere 
concentraties vereist om eczeem te veroorzaken. Eén van de belangrijkste oorzaken van 
chroomallergie is contact van de huid met chroomgelooid leder. Vermits een deel van dit 
onderzoek handelt over de detectie van chroomspecies afkomstig van leder, worden de 
verschillende stappen die betrekking hebben op het leerlooiproces hieronder kort beschreven. 
Voor meer gedetailleerde informatie wordt verwezen naar de gespecialiseerde literatuur.   
 
6.1.4.1. Algemeen  
[Bienkiewicz K., 1983; EPA, 1982; U.S. Department of Commerce, 1995; Marshall A., 1996; 
Leather Industries of America Inc., 1996; Roberts M.T., 2004; Graf D., 2001] 
 
Leerlooien is het proces waarbij de ruwe huiden (afkomstig van kleine dieren zoals schapen en 
geiten) of vellen (afkomstig van grote dieren zoals runderen) worden omgezet in leder. Huiden 
(en vellen) kunnen looistoffen absorberen die ervoor zorgen dat ze niet rotten, meer 
vochtresistent, soepel en duurzaam worden. Het oppervlak van huiden en vellen bevat haar en 
talgklieren en staat bekend als de ruwe kant van de huid. De vleeszijde van de huid is dikker en 
zachter. De drie meest gebruikte huidsoorten voor het vervaardigen van leder zijn afkomstig van 
rund, schaap en varken. Leerlooien is een algemene term voor het volledige proces van 
omzetting van huid of vel naar leder. De verschillende stappen in dit proces worden hieronder 
kort aangehaald. 
 
a. Weken / wassen 
 
Huiden of vellen worden veelal gezouten aangevoerd. Als eerste processtap worden de huiden 
gewassen en gespoeld. Op deze manier worden de huiden ontzout en wordt het vocht dat bij de 
conservering aan de huiden is onttrokken opnieuw in de huid gebracht. Bovendien wordt het 
huidoppervlak op deze wijze proper gemaakt. 
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b. Ontvlezen 
 
De huiden worden ontvleesd om overbodig weefsel zoals spierweefsel en vetresten te 
verwijderen en om een uniforme huiddikte te bekomen. Het ontvlezen gebeurt met behulp van 
een schraapmachine. 
 
c. Kalken / ontharen  
 
De huid dient vervolgens te worden ontdaan van haar en epidermis (voor de opbouw van de 
huid wordt verwezen naar hoofdstuk 7), inclusief de haarwortels. De zwavelbruggen aanwezig 
in keratine kunnen nagenoeg selectief gesplitst worden door reductie zonder het 
collageenvezelnetwerk te beïnvloeden. De meest gebruikte reductantia die voor deze reductie 
gebruikt worden zijn thiocomponenten die één van de S-atomen van de disulfidebrug van 
cystine vervangen. Dit gebeurt bij voorkeur onder alkalische condities. Kalken is de meest 
gebruikte wijze om huiden te ontharen. Hiervoor worden de huiden getransporteerd naar een 
groot vat waar ze worden ondergedompeld in een oplossing van Na2S en Ca(OH)2 die de haren 
van de huid losmaakt. Het gecombineerde ontharen/kalken procédé neemt 14 tot 24 uur in 
beslag op kamertemperatuur. De mechanische beweging van de huid tijdens dit proces 
schraapt de verpulpte haren weg en helpt eveneens om de haarwortels vanuit het binnenste 
van de haarfollikel te verwijderen. Tegelijkertijd zwelt de huidstructuur op en opent zich. De 
condities tijdens dit proces met betrekking tot tijd, temperatuur, concentratie van Na2S en 
alkaliniteit hebben een sterke invloed op de ontharing en het openingseffect van de 
collageenvezelstructuur. 
 
d. Ontkalken  (‘bating’ + pikkelen) 
 
Nadat de huiden zijn ontvleesd en onthaard, worden ze ontkalkt. Dit proces is een combinatie 
van enerzijds ‘bating’ en anderzijds pikkelen. ‘Bating‘ is een enzymatisch proces (door 
proteolytische enzymen bij pH = 9) die als doel heeft om de vezelstructuur verder los te maken. 
Hierbij worden albumines en globulines afgebroken. De pH wordt vervolgens tot op 3 gebracht 
door middel van zwavelzuur in pekel om de huid op het (chroom)looien voor te bereiden 
(pikkelen). 
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e. Looien 
 
Bij het looien wordt van de huid leder gemaakt. Dit kan op verschillende wijzen gebeuren: 
plantaardig looien, mineraallooien, looien m.b.v. olie, aldehydelooien, synthetisch looien of 
organisch looien [Covington A.D., 1997; Sreeram K.J., 2002; Saravanabhavan S., 2004; Calnan 
C.D., 1978]. Het mineraallooien kan nog verder opgesplitst worden in looien met: (i) chroom-
zouten, (ii) aluminiumzouten, (iii) titaanzouten en (iv) zirconiumzouten. Bij het plantaardig looien 
worden plantaardige extracten toegevoegd zoals mimosa-, kastanje- of quebracho-extracten. 
Chroomlooien wordt het meest gebruikt omdat het leder zachter en soepeler is en een hogere 
thermische stabiliteit heeft dan plantaardig gelooid leder. Bovendien is chroomgelooid leder 
zeer stabiel in water en neemt de productie ervan minder tijd in beslag dan plantaardig gelooid 
leder. Het chroomlooien wordt uitvoeriger besproken in de volgende paragraaf. 
 
f. Nalooien 
 
De karakteristieke eigenschappen van een ledersoort worden bij het nalooien gerealiseerd. 
Hierbij worden o.a. vetten en kleurstoffen toegevoegd om de juiste soepelheid en kleur te 
verkrijgen. 
 
g. Drogen 
 
De natte huiden of vellen die uit het looivat komen, moeten worden gedroogd. Daartoe worden 
de huiden geperst. Na het persen worden de huiden meestal op natuurlijke wijze gedroogd. 
 
h. Afwerking 
 
De huiden of vellen ondergaan naargelang de specificatie van de klant diverse droge 
bewerkingen. Het leder wordt zo nodig geschuurd, de soepelheid van het leder wordt verbeterd 
en op het leder wordt de gewenste eindkleur gespoten. Door een print kan de natuurlijke nerf 
vervangen worden. 
 
6.1.4.2. Chroomlooien 
 
Vermits, met het oog op chroomallergie, chroomgelooid leder van belang is, wordt alleen het 
chroomlooien hier kort besproken. Voor de andere vormen van looien en voor meer informatie 
betreffende chroomlooien wordt verwezen naar de gespecialiseerde literatuur [Bienkiewicz K., 
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1983; EPA, 1982; U.S. Department of Commerce, 1995; Marshall A., 1996; Leather Industries 
of America Inc., 1996; Roberts M.T., 2004; Covington A.D., 1997]. 
 
Het belangrijkste proteïne in de huid is collageen. Andere proteïnen, zoals keratine, albumines 
en globulines worden, samen met andere niet-collageen componenten, verwijderd in een vroeg 
stadium van het lederproductieproces. Het verwijderen van de niet-collageen proteïnen is 
noodzakelijk met het oog op bekomen van zacht leder, vermits anders de vezelstructuur tijdens 
het drogen kan samenklitten. Het verwijderen van de andere niet-collageen componenten zorgt 
ervoor dat de vezelstructuur kan opensplitten zodat de looistoffen kunnen binnendringen en de 
gewenste eigenschappen kunnen verkregen worden.  
 
Minstens 12 types van collageen zijn tot nu toe geïdentificeerd [Baily A.J., 1992], die elk voor 
een andere functie in de huid of in ander dierlijk weefsel verantwoordelijk zijn. Collageen wordt 
gekarakteriseerd door (i) zijn glycine-inhoud (één glycine om de drie aminozuurresiduen: -gly-X-
Y-), (ii) zijn buitengewoon hoge prolinegehalte (dikwijls naast een glycine in de sequentie: -gly-
pro-Y-) en (iii) zijn buitengewoon hoge hydroxyprolinegehalte (meestal naast een proline in de 
sequentie: -gly-pro-hypro-gly-) [Heidemann E., 1982]. De aanwezigheid van proline in de 
sequentie zorgt ervoor dat de keten gedraaid is, resulterend in een linkshandige helix. De 
aanwezigheid van glycine om elk derde residu laat toe dat drie α-helices bijeendraaien met 
vorming van een rechtshandige triple helix met de glycine methyleengroepen in het centrum 
van de structuur. De aanwezigheid van hydroxyproline zorgt voor een sterk stabiliserend effect 
door vorming van waterstofbruggen. De chemische aard van collageen zorgt ervoor dat het 
reacties kan aangaan met een grote verscheidenheid aan reagentia.  
 
Het chroomlooien is eerder een toevallige samenloop van reacties. Collageen is een polair 
proteïne: type 1 collageen bevat 4,4 % asparaginezuur residuen, 7,2 % glutaminezuur residuen 
en 2,8 % lysine residuen. De reactie treedt op aan geïoniseerde carboxygroepen van collageen. 
Asparaginezuur en glutaminezuur hebben pKa-waarden van respectievelijk 3,8 en 4,2. 
         
De huid wordt voorbereid op het looien door pikkelen met H2SO4 in een oplossing van NaCl. Het 
neutrale elektrolyt is noodzakelijk om osmotische zwelling te vermijden. Chroomlooien wordt 
meestal begonnen bij een pH van 2,5 - 3,0, gebruik makend van chroom(III)sulfaat in de vorm 
van een droog poeder (bekomen van chroomzuur dat gereduceerd werd door zwaveldioxide). 
Gedurende het looiproces wordt de pH opgedreven tot 3,5 - 4,0 zodat het aantal 
reactieplaatsen op collageen toeneemt en bijgevolg ook de affiniteit voor Cr(III). Door het 
looiproces te starten onder voorwaarden van lage reactiviteit, wordt de snelle penetratie van het 
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chroom in het substraat begunstigd, maar uiteraard is de reactiesnelheid hierbij laag. Door de 
pH te verhogen neemt de reactiviteit tussen beide componenten toe, maar daalt de 
penetratiesnelheid. Een continu evenwicht zoeken tussen reactiesnelheid en penetratiesnelheid 
maakt deel uit van de kunst van het looien. Dit is echter niet eenvoudig, vooral als de huid dik 
is, wat zeker niet ongewoon is bij zwaardere huiden (deze zijn op sommige plaatsen meer dan 
1 cm dik). Door deze reactieprocedure met het chroomzout wordt het collageen uiteindelijk 
gecrosslinkt. De belangrijkste verandering in de eigenschappen van de huid als gevolg van het 
looien, is de toename van de hydrothermische stabiliteit die aanzienlijk hoger is dan bij andere 
vormen van looien, zoals b.v. plantaardig looien. Dit komt door het effect van Cr(III) op de 
crosslinking waarbij wordt gesproken van multipuntfixatie of m.a.w. de vorming van een 
covalente crosslinking tussen een chroomion en minstens twee carboxygroepen.  
 
6.2. Effecten van chroom op de huid 
 
6.2.1. Irriterende effecten 
 
Hexavalent chroom is een huidirritant en bepaalde componenten zoals chroomtrioxide, 
kalium(di)chromaat en natrium(di)chromaat zijn sterk corrosieve stoffen die brandwonden 
kunnen veroorzaken bij huidcontact. Deze brandwonden kunnen de absorptie van de 
component vergemakkelijken, wat kan leiden tot systemische toxiciteit [Harry P., 1984; Wang 
X.W., 1985; Terrill P.J., 1990; Matey P., 2000; Laitung J.K., 1984]. Ernstige dermatitis en 
huidzweren (zogenaamde ‘chrome holes’) kunnen het gevolg zijn van direct contact met hoge 
concentraties chroomzuur, of natrium- of kalium(di)chromaat. Deze zweren kunnen diep 
penetreren in zacht weefsel of kunnen zelfs bron zijn van secundaire infectie. Ze genezen heel 
langzaam en kunnen zelfs gedurende maanden voortduren en geven aanleiding tot littekens. 
Trivalente chroomcomponenten vertonen dergelijke effecten niet. 
 
6.2.2. Sensitisatie 
 
Cr(VI) is een van de meest gekende contact sensitizeerders (sensitisatie = gevoeliger zijn voor 
bepaalde prikkels; verhoogde gevoeligheid) in geïndustrialiseerde landen. Contactdermatitis is 
meestal het gevolg van een beroepsmatige blootstelling. De oorzakelijke stof die de allergie zal 
veroorzaken wordt het hapteen genoemd. Om een allergie te veroorzaken dient het hapteen 
eerst te binden aan een laagmoleculair proteïne tot vorming van een conjugaat (= allergeen). 
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Het wordt algemeen aanvaard dat het chroommetaal zelf niet optreedt als hapteen en bijgevolg 
niet-sensitizerend is.  
 
6.2.2.1. Contactallergisch eczeem (contacteczeem; contactallergie) 
[Rycroft R.J.G., 1992]  
 
Eczeem is een ontsteking van de huid, die onder andere gepaard kan gaan met roodheid en 
jeuk. Bij contactallergisch eczeem wordt de ontsteking uitgelokt door een stof die van buitenaf 
de huid binnendringt en daar het afweersysteem in de huid activeert. Het afweersysteem is bij 
contactallergisch eczeem in het verleden al eens in contact geweest met een bepaalde stof (het 
hapteen of 'allergeen') en heeft daarop de mogelijkheid ontwikkeld om in het vervolg met 
ontsteking te reageren. Dit proces wordt ‘allergische sensibilisatie’ genoemd (sensibilisatie = (i) 
gevoelig worden voor bepaalde natuurlijke of kunstmatige allergenen waardoor een allergie 
ontstaat en antistoffen tegen die allergenen worden gevormd; (ii) de veranderingen die T-cellen 
ondergaan na het eerste contact met een allergeen). In feite herkent het immuunsysteem die 
stof als een ‘vijand’ zoals een virus of een bacterie en reageert dus onnodig met ontsteking. 
Voor sommige stoffen is het vrij eenvoudig een allergie op te bouwen vergeleken met andere. 
Ook heeft niet iedereen dezelfde aanleg voor het ontwikkelen van een contacteczeem. Soms 
kan het heel lang duren voordat een allergie ontstaat. Mensen kunnen soms vele jaren zonder 
problemen in contact komen met een bepaalde stof en dan plotseling een contactallergie 
ontwikkelen. Waarom is nog niet goed opgehelderd. Wanneer het voor een allergeen 
gemakkelijker wordt om in de huid door te dringen, kan het immuunsysteem natuurlijk 
eenvoudiger in contact komen met die bepaalde stof. Wanneer de huid niet helemaal intact is 
(bijvoorbeeld door handeczeem met kloofvorming) is de kans op sensibilisatie dus groter dan bij 
een gave huid. Bij een tweede of volgend contact ná de sensibilisatie duurt het steeds meer dan 
24 uur vooraleer de eerste verschijnselen van het allergisch eczeem ontstaan. Een 
contactallergische reactie wordt daarom ook wel een vertraagde allergische reactie genoemd. 
Wanneer iemand voor een bepaald allergeen is gesensibiliseerd, blijft de mogelijkheid om 
allergisch te reageren in principe het hele verdere leven bestaan.  
 
Contactallergisch eczeem ziet er meestal uit als 'gewoon' eczeem. De huid is rood, iets 
gezwollen en jeukt. Ook kan de huid gaan schilferen. Er zijn heel veel stoffen die een 
contactallergie kunnen veroorzaken. Niet alle stoffen geven evenveel problemen. De meest 
voorkomende allergenen zijn:  
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• onedele metalen: vooral nikkel is bekend als hapteen. Langdurig nikkelcontact op de 
huid komt voor bij het dragen van bepaalde soorten kleding (drukknopen, sieraden) en 
brilmonturen. Ook chroomallergie behoort tot deze categorie en komt voor bij mensen 
die b.v. regelmatig in contact komen met cement of leder;  
• rubberbestanddelen: verschillende substanties die in rubberproducten aanwezig zijn 
kunnen aanleiding geven tot contactallergie (ballonnen, condooms, werkhandschoenen, 
elastiek in kleding, laarzen, duikbrillen, etc); 
• geurstoffen: in veel cosmetica zijn geurstoffen verwerkt; 
• conserveringsmiddelen: in zeer veel cosmetische producten worden conserverings-
middelen gebruikt. Dit geldt vooral voor vloeibare producten die zonder deze middelen 
snel zouden bederven; 
• geneesmiddelen: mensen die regelmatig of voortdurend geneeskrachtige zalven en 
crèmes gebruiken kunnen uiteindelijk voor deze stoffen een allergie ontwikkelen. Dit te 
meer omdat de producten vaak worden gesmeerd in verband met een huidaandoening 
die gepaard gaat met een beschadiging en daardoor een betere doorgankelijkheid van 
de huid.  
 
Veel contactallergieën komen voor in het kader van een beroep. Een voorbeeld is chroom-
allergie bij metselaars als gevolg van de aanwezigheid van chromaat in cement. Andere 
beroepen waarbij contactallergieën veel voorkomen zijn kappers en mensen die werkzaam zijn 
in de gezondheidszorg. 
Vaak is het al duidelijk zonder testen waarvoor de contactallergie bestaat. Bekende 
voorbeelden zijn eczeemplekken op de buik door nikkelen knopen van spijkerbroeken of 
eczeem aan de oorlellen door oorbellen. Meestal zijn echter allergietesten nodig om de stof 
waarvoor de allergie bestaat te identificeren. Een groot aantal extracten van stoffen wordt onder 
pleisters op de rug geplakt (zogenaamde lapjesproef, plakproef, epicutane test of patch-test). 
Hierbij worden de verdachte substanties op de rug aangebracht in de juiste concentratie en het 
juiste vehiculum. De gepaste concentratie wordt meestal teruggevonden in de literatuur of wordt 
experimenteel bepaald. Het vehiculum mag niet toxisch noch sensibiliserend zijn, en is meestal 
witte vaseline, water, alcohol of olijfolie. Deze pleisters blijven vervolgens 48 uur zitten en 
worden dan van de rug verwijderd. Op dat moment wordt al vastgesteld of bepaalde stoffen een 
allergische reactie hebben veroorzaakt. De volgende dag wordt opnieuw gekeken of er één of 
meer allergische reacties zijn opgetreden. Figuur 6.1 en Figuur 6.2 (a) en (b) geven 
respectievelijk weer: (i) de pleisters op de rug van een patiënt bij uitvoering van een patch-test, 
(ii) vaststellen van enkele positieve reacties en (iii) vaststellen van een zogenaamde ‘angry 
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back’, hetgeen meestal voorkomt bij patiënten met zeer actieve dermatitis (vals positief 
resultaat). 
 
 
Figuur 6.1 Pleisters bij uitvoeren van een patch-test 
 
  
(a)                                                                                  (b) 
Figuur 6.2 (a) vaststellen van enkele positieve reacties en (b) vaststellen van een ‘angry back’ 
 
De stoffen die als standaard worden getest zijn 22 stoffen waar in Europa het meest allergische 
reacties op worden vastgesteld. Deze reeks van stoffen wordt de Europese Standaard Reeks 
genoemd. Bij verdere exploratie naar een eventuele stof waarvoor de allergie bestaat, moet 
deze standaardreeks aangevuld worden met andere, meer specifieke reeksen, zoals anti-
microbiële producten, kunstharsen, cosmetica, farmaceutische topica, … of met producten 
meegebracht door de patiënt zelf. Bij eczeemklachten in het gezicht kunnen bijvoorbeeld de 
cosmetica die in het gezicht gebruikt worden, meegetest worden of als een allergie voor 
schoenen wordt vermoed, kan een flintertje materiaal van de binnenzijde van de schoenen op 
de rug worden geplakt. 
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6.2.2.2. Chroomallergie 
 
Chroomallergie is een veelvoorkomende oorzaak van contactdermatitis [Mali J.W.H., 1963]. 
Vooral bij mannen komt beroepsmatige blootstelling aan chroom veelvuldig voor. Beroeps-
matige chroomdermatitis komt o.a. voor bij cementarbeiders, metaalarbeiders, arbeiders uit de 
leerlooierij en werknemers uit de keramische industrie [Nriagu J.O., 1988; Polák L., 1983; 
Estlander T., 2000; Peltonen L., 1983; Kvitko E., 2001, Kanerva L., 2000]. Allergische 
contactdermatitis veroorzaakt door chroomzouten werd voor het eerst gerapporteerd in 1925 en 
komt nog steeds veelvuldig voor. In veel landen blijft cement de belangrijkste oorzaak van 
allergische contactdermatitis. Dit is te wijten aan de vorming van hexavalent chroom uit trivalent 
chroom dat aanwezig is in het ruwe materiaal waaruit cement wordt geproduceerd [Avnstorp C., 
1992]. In Denemarken wordt sinds 1981 ijzersulfaat toegevoegd aan cement, hetgeen 
resulteerde in een sterke reductie van de hoeveelheid hexavalent chroom in cement en 
bijgevolg in een sterke daling van de frequentie van chroomallergie bij constructiewerkers 
[Avnstorp C., 1992]. Meerdere chroombevattende componenten beschikken over de capaciteit 
om contactallergie op te wekken. Hexavalente chroomcomponenten worden beschouwd als de 
sterkste sensitizeerders en worden gecategoriseerd als sterk tot extreem. Anderzijds wordt 
algemeen aangenomen dat het chroommetaal zelf niet optreedt als hapteen [Cronin E., 1980; 
Burrows D., 1990], in tegenstelling tot sommige andere metalen zoals b.v. nikkel. Metallisch 
chroom is immers in staat om een weinig oplosbaar oxidelaagje te vormen aan het oppervlak 
[Flint G.N., 1998]. Chroombevattende componenten moeten het stratum corneum (voor de 
opbouw van de huid wordt verwezen naar hoofdstuk 7), de belangrijkste huidbarrière, passeren 
om in contact te komen met het immunologisch systeem en vervolgens chroomallergie en 
chroomeczeem op te wekken. De biobeschikbaarheid van verschillende chroombevattende 
componenten is daardoor beslissend voor de ontwikkeling en onderhoud van chroomdermatitis. 
Alleen tri- en hexavalente chroomcomponenten worden beschouwd als potentiële haptenen en 
kunnen bijgevolg allergie veroorzaken, vermits alle andere chroomzouten onstabiel zijn. Niet-
tegenstaande contactallergie aan trivalent chroom reeds werd aangetoond [Rudzki E., 1978], 
wordt het hexavalente chromaat beschouwd als het belangrijkste hapteen. Proteïne-
bindingscapaciteit is de algemene voorwaarde voor de immunogene activiteit van een hapteen 
[Landsteiner K., 1935]. De vraag of er meer dan één chroomhapteen is, blijft tot nu toe 
onopgehelderd. De meeste hexavalente componenten zijn wateroplosbaar en passeren 
gemakkelijker de epidermis dan de meeste trivalente componenten [Samitz M.H., 1964; 
Gammelgaard B., 1992]. Er wordt verondersteld dat Cr(VI) de huid penetreert en dan 
enzymatisch gereduceerd wordt tot Cr(III) dat vervolgens als (actueel) hapteen bindt met een 
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proteïne [Burrows D., 1984; Polák L., 1973]. Met behulp van de standaard patch-testtechniek 
werd eveneens vastgesteld dat als de concentratie van Cr(III) voldoende hoog is en de 
blootstellingstijd lang genoeg, ook positieve testen kunnen worden waargenomen [Fregert S., 
1966; Barré Hansen M., 2002]. De capaciteit om chroomcontactallergie te induceren en op te 
wekken hangt hoofdzakelijk af van (i) de concentratie, (ii) de oxidatietoestand en (iii) de 
oplosbaarheid (op zijn beurt afhankelijk van de pH) van de chroomcomponent [Fregert S., 
1981].  
 
6.3. Bepaling van totaal chroom in leder met PN-SF-ICP-MS na 
microgolfgeassisteerde zure digestie van leder 
 
Duitsland was het eerste land om een wetgeving in te voeren betreffende de aanwezigheid van 
hexavalent chroom in leder. De gereviseerde versie van de 'Food and Commodities Act' (8 juli 
1993) verbiedt handelsartikelen die nadelige gezondheidseffecten kunnen veroorzaken door 
aanwezigheid van toxicologisch actieve substanties. Overeenstemmend met deze regulatie 
mag geen Cr(VI) detecteerbaar zijn in leder. De Duitse wetgeving gebruikt een analytische 
methode met een LOD van 3 mg Cr(VI)·kg-1 leder. Geen enkel ander land introduceerde een 
wet over de aanwezigheid van Cr(VI) in leder. Wel zijn er verscheidene eco-labels voor leder en 
lederproducten die limietwaarden geven voor Cr(VI) in leder (b.v. het internationale Eco-Tox 
label, geïntroduceerd in 1996, geeft een limietwaarde van 5 mg Cr(VI)· kg-1). 
 
Ter illustratie van de grote hoeveelheden chroom die in leder kunnen aanwezig zijn, werd het 
totaal chroomgehalte bepaald in enkele lederstalen. De aanwezigheid van chroom in 
verschillende chroomgelooide lederstalen werd vergeleken met het totaal chroomgehalte in 
zogenaamde chroomarme leders. 
 
Het aangewende microgolfdestructiesysteem, de MLS-1200 MEGA (Milestone, VS), is voorzien 
van een rotor waarop tot 10 vaten vervaardigd uit TFM (tetrafluormethaxil) kunnen worden 
geplaatst. De vaatjes worden eerst in een behuizing geplaatst, waarin ze dichtgeschroefd 
worden en daarna in de rotor geplaatst. Ze zijn ook voorzien van een drukventiel, zodanig dat 
bij te hoge druk in de vaatjes, gas kan vrijkomen, waardoor de druk vermindert [Milestone, 
1995]. Door middel van een geschikt programma kunnen de monsters volledig opgelost 
worden. Het gebruikte programma werd overgenomen uit de handleiding van het microgolf-
destructiesysteem (voor de destructie van dierlijk weefsel) en werd niet meer aangepast, daar 
dit gunstig werd bevonden voor de destructie van leder [Milestone, 1996]. Een gekende 
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hoeveelheid (tussen 0,3 en 1 g) van iedere ledersoort werd afgewogen in een vaatje waarna 
telkens 6 mL 65 % HNO3 (subboiled) en 1 mL 30 % H2O2 (pro analyse) werden toegevoegd. Het 
microgolfprogramma dat hiervoor werd aangewend, wordt weergegeven in Tabel 6.1. Na 
verdunning met milli-Q water en toevoegen van Co als inwendige standaard (finale concentratie 
Co: 50 µg⋅L-1), werd de totale chroomconcentratie in de monsters gemeten met PN-ICP-SF-MS. 
 
Tabel 6.1 Microgolfdestructieprogramma voor leder (dierlijk weefsel) 
Stap Tijdsduur (min) Vermogen (Watt) 
1 2 250 
2 2 0 
3 6 250 
4 5 400 
5 5 650 
ventilatie 5 0 
 
Tabel 6.2 geeft de resultaten weer van de bepaling van de totale chroomconcentratie van de 
onderzochte lederstalen m.b.v. PN-ICP-SF-MS. Om de spectrale overlap van de 40Ar12C+- en 
52Cr+-signalen enerzijds en van de 40Ar13C+- en 53Cr+-signalen anderzijds te vermijden, dient 
voor de bepaling van chroom met ICP-MS te worden gemeten bij een verhoogde 
massaresolutie van 3000. Voor de bepaling van het totaal chroomgehalte werd gebruik 
gemaakt van externe kalibratie waarbij een chroom ICP-MS-standaard (verkregen door 
verdunning van een commerciële stockoplossing van 1g·L-1 Cr in 5 % HNO3) werd aangewend. 
Als blanco werd een destruaat van een chroomarm leder gebruikt waarvan de totale 
chroomconcentratie kleiner was dan de detectielimiet (LOD van chroom met PN-ICP-SF-MS = 4 
µg·L-1; zie § 6.5). Leder met een natuurlijke kleur betekent dat het leder niet geverfd was. Leder 
met een ‘print’ betekent dat de verf op het oppervlak van het leder was gedrukt, en ‘impregnatie’ 
wil zeggen dat de verf volledig in het leder was gedrongen. Sommige van de onderzochte 
lederstalen waren werkelijk reeds gebruikte lederproducten, terwijl de meeste van de 
onderzochte lederstalen nog niet gebruikt werden en afkomstig waren van een lederwaren-
fabrikant. Zoals blijkt uit Tabel 6.2, bevatten de meeste chroomgelooide lederstalen 2 tot 3 % 
chroom (m/m). De lage chroomconcentratie in de paardenteugel is mogelijk te wijten aan de 
uitloging van chroom door zweet [Samitz M.H., 1960], vermits de paardeteugel reeds lange tijd 
in gebruik was. De relatief lage chroomconcentratie in de broeksriem kan mogelijk op dezelfde 
wijze verklaard worden. Het totaal chroomgehalte was kleiner dan 0,01 g·kg-1 in niet geverfd 
plantaardig gelooid leder, terwijl een groter totaal chroomgehalte werd teruggevonden in 
geverfd plantaardig gelooid leder (0,95 g·kg-1), waarschijnlijk afkomstig van de lederverf.  
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Tabel 6.2 Totaal chroom in de onderzochte lederstalen 
Lederstaal Oorsprong Toepassing Looiproces Kleur 
Totaal Cr         
(g⋅kg-1 leder) 
1 Rund Broeksriem Chroom 
Oranjebruin 
(print) 
0,15 
2 Rund Portefeuille Chroom 
Zwart 
(impregnatie) 
20 
3 Rund 
Radiator-
bekleding 
Chroom 
Roestbruin 
(impregnatie) 
21 
4 Rund Paardeteugel Chroom 
Donkerbruin 
(impregnatie) 
0,0093 
5 Kalf Jas Chroom 
Grijs 
(impregnatie) 
19 
6 Rund Laarzen Chroom 
Roodbruin  
(print) 
30 
7 Kalf / Chroom 
Bruin 
(impregnatie) 
24 
8 Rund / Chroom 
Groen 
(impregnatie) 
22 
9 Varken / Chroom 
Natuurlijke 
kleur 
35 
10 Varken / Chroom 
Natuurlijke 
kleur 
24 
11 Rund / 
Plantaardig 
“chroomarm” 
Natuurlijke 
kleur 
0,0019 
12 Rund / 
Plantaardig 
“chroomarm” 
Natuurlijke 
kleur 
0,0023 
13 Rund / 
Plantaardig 
“chroomarm” 
Natuurlijke 
kleur 
0,0012 
14 Rund / 
Plantaardig 
“chroomarm” 
Natuurlijke 
kleur 
0,0014 
15 Hert / Plantaardig 
Lichtbruin 
(impregnatie) 
0,95 
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6.4. Bepaling van biobeschikbaar chroom in leder met PN-SF-ICP-MS 
na extractie van chroom 
 
Om uit te zoeken of alternatieve, zogenaamde chroomvrije of chroomarme leders, geschikt zijn 
voor patiënten met chroomallergie of schoendermatitis, worden in de praktijk extracten gemaakt 
van deze leders voor patch-testen. Deze testen lokken echter vaak nog positieve reacties bij 
chroomallergische patiënten uit, zodat de vraag kan gesteld worden of al dan niet nog 
chroomzouten aanwezig zijn of dat de reacties misschien uitgelokt worden door andere 
allergenen. Zoals uit Tabel 6.2 kan afgeleid worden, is het mogelijk dat “chroomvrij” gelooid 
leder toch nog een bepaalde hoeveelheid chroom bevat, afkomstig van de lederverf, waardoor 
het risico om chroomallergie uit te lokken bij chroomgevoelige patiënten eveneens bij gebruik 
van zogenaamde chroomarme leders blijft bestaan. Uiteraard speelt de uitloogbaarheid 
(biobeschikbaarheid) van het aanwezige chroom uit het leder hierbij een belangrijke rol. In de 
hiernavolgende paragrafen wordt de extractie van chroom uit leder met ethanol als extractie-
middel vergeleken met de extractie van chroom uit leder met artificieel zweet als extractie-
middel. Met biobeschikbaarheid van chroom wordt in de tekst steeds de uitloogbaarheid van 
chroom (b.v. uit leder) bedoeld. 
 
6.4.1. Extractie van chroom uit leder met ethanol 
 
Dezelfde lederstalen als bij de bepaling van het totaal chroomgehalte van het leder (Tabel 6.2) 
werden onderworpen aan het procédé dat in de praktijk gebruikt wordt voor de bereiding van 
lederextracten waarmee chroomgevoelige patiënten getest worden op positieve reacties bij 
contact met chroomarme leders.  
 
Hiertoe werd 5 g leder afgewogen waarna 30 mL 70 % ethanol werd toegevoegd. Gedurende 
22 uur werden de lederstalen geschud bij 18°C, waarna de lederstalen uitgewrongen werden en 
de resterende ethanol gefiltreerd (filters: Whatman 41, ashless). Vervolgens werden de 
extracten volledig drooggedampt in de droogstoof bij 35°C. Het drooggedampt residu werd 
daarna terug opgelost met 3 mL 70 % ethanol. Hiervan wordt in de praktijk dan 1 druppel 
gebruikt voor een patch-test. Ethanol wordt in de praktijk gekozen als extractiemiddel omdat dit 
voor de meeste patiënten niet huidirriterend is. Eventueel kan dus ook een ander niet-irriterend 
extractiemiddel gebruikt worden. Voor de bepaling van de extractieopbrengst werden verdere 
verdunningen in milli-Q water gemaakt en het geëxtraheerde totale chroomgehalte bepaald met 
PN-ICP-SF-MS. Tabel 6.3 geeft de resultaten weer van de extractieopbrengst voor de 
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lederstalen. Wederom werd hiervoor gebruik gemaakt van externe kalibratie. De nummering 
van de lederstalen is dezelfde als in Tabel 6.2. 
 
Tabel 6.3 Opbrengst na extractie van chroom uit leder met ethanol als extractiemiddel  
Lederstaal 
Extractieopbrengst 
(m/m % Cr) 
Lederstaal 
Extractieopbrengst 
(m/m % Cr) 
1 0,83 % 9 0,62 % 
2 0,01 % 10 0,75 % 
3 0,02 % 11 0,02 % 
4 2,07 % 12 0,06 % 
5 0,09 % 13 0,05 % 
6 0,79 % 14 0,05 % 
7 0,65 % 15 0,14 % 
8 0,45 %   
  
Niettegenstaande de grootste fractie van het chroom blijkbaar sterk gebonden zit in het leder, 
tonen de resultaten aan dat oplosbaar chroom kan worden vrijgesteld uit alle ledersoorten. 
Hierbij werd geen onderscheid gemaakt tussen Cr(III) en Cr(VI). 
 
6.4.2. Extractie van chroom uit leder met artificieel zweet 
 
Om de mogelijkheid van zweet als extractiemiddel voor chroom uit leder te illustreren, werd op 
dezelfde wijze als voor ethanol artificieel zweet aangewend als extractiemiddel voor chroom uit 
leder. Het artificieel zweet was als volgt samengesteld: NaCl (5 g·L-1), melkzuur (1 g·L-1), ureum 
(1 g·L-1) en aminozuren (1 g·L-1 voor elk aminozuur). De pH van artificieel zweet werd m.b.v. 
ammoniak tot op een waarde van 5,5 gebracht. De geselecteerde aminozuren waren threonine, 
methionine, serine, alanine en glycine [Hansen M.B., 2003; Flint G.N., 1998a; Flint G.N., 1998b; 
Nygren O., 1998]. Tabel 6.4 geeft de resultaten weer van de extractieopbrengst voor chroom uit 
leder met artificieel zweet als extractiemiddel voor dezelfde lederstalen als hierboven (zie 
Tabellen 6.2 en 6.3). 
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Tabel 6.4 Opbrengst na extractie van chroom uit leder met artificieel zweet als extractiemiddel 
Lederstaal 
Extractieopbrengst 
 (m/m % Cr) 
Lederstaal 
Extractieopbrengst 
(m/m % Cr) 
1 9,99 % 9 3,52 % 
2 1,25 % 10 4,63 % 
3 0,23 % 11 7,72 % 
4 7,81 % 12 8,23 % 
5 0,23 % 13 6,54 % 
6 2,51 % 14  7,80 % 
7 0,68 % 15 10,20 % 
8 0,52 %   
 
Vergelijking van de resultaten uit Tabel 6.3 en Tabel 6.4 toont aan dat zweet een beter 
vehiculum is voor de extractie van chroom uit leder dan ethanol. De bijdrage van zweet tot het 
uitlokken van een chroomallergische reactie kan in eerste instantie dan ook als aanzienlijk 
worden beschouwd (zie verder § 7.3.3.3).  
 
6.5. Detectielimieten van chroom met (CE-)ICP-SF-MS 
  
De met PN-ICP-SF-MS verkregen LOD bedroeg 4 µg·L-1 Cr. Als blanco werd 0,65 % HNO3 
aangewend en de aangewende chroom ICP-MS-standaard werd verkregen door verdunning 
van een commerciële stockoplossing van 1 g·L-1 Cr in 5 %  HNO3.  
 
Voor de bepaling van de LOD voor Cr(III) en Cr(VI) m.b.v. CE-ICP-SF-MS werd een 
elektroferogram opgenomen van respectievelijk een Cr(III)- en Cr(VI)-standaardoplossing, 
waarvan de achtergrond werd verdeeld in 10 gelijke stukken met dezelfde breedte (piekbreedte 
op halve hoogte uitgedrukt in tijdseenheden) als de elektroforetische piek. Het verkregen aantal 
tellen werd uitgemiddeld per tijdseenheid. De LODs (monsterintroductievolume = 55 nL) 
verkregen voor Cr(III) en Cr(VI) worden weergegeven in Tabel 6.5. De aangewende condities 
waren dezelfde als verder beschreven in Tabel 6.6. 
 
Tabel 6.5 LODs voor Cr(III) en Cr(VI) met CE-ICP-SF-MS 
 LOD Cr(III) LOD Cr(VI) 
Cr-standaardoplossing bereid in: 
0,65 % HNO3 0,42 pg 7,6 µg·L
-1 0,36 pg 6,5 µg·L-1 
Artificieel zweet 0,60 pg 11 µg·L-1 0,54 pg 9,8 µg·L-1 
PBS (Phosphate Buffered Saline) 
pH 7,4 (zie hoofdstuk 7) 
0,64 pg 12 µg·L-1 0,61 pg 11 µg·L-1 
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6.6. Detectie van chroomspecies m.b.v. CE-ICP-SF-MS na incubatie 
van artificieel zweet met chroom 
[Van Lierde V., 2005] 
 
6.6.1. Inleiding 
 
De capaciteit van zweet om chroom uit chroomgelooid leder te extraheren werd reeds 
onderzocht [Samitz M.H., 1960]. In overeenstemming met de literatuur werd ook in dit werk 
aangetoond dat zweet een efficiënt extractiemiddel is voor chroom uit leder. Het micromilieu van 
lederen schoenen of handschoenen wordt gekarakteriseerd door occlusie en hoge vochtigheid. 
Beide factoren begunstigen het uitlokken van dermatitis. De aanwezigheid van zweet zorgt 
ervoor dat ongebonden chroom uit het leder wordt geloogd en occlusie zal de huidpenetratie 
bevorderen. Omdat lederproducten dikwijls regelmatig gedragen worden voor langere perioden, 
kunnen bovendien zelfs kleine hoeveelheden Cr(VI) en vrij oplosbaar Cr(III) in staat zijn om 
dermatitis uit te lokken. De meeste studies betreffende chroomallergie werden uitgevoerd met 
Cr(VI), maar de werkelijke blootstelling aan chroom omvat zowel Cr(III) als Cr(VI) [Samitz M.H., 
1960; Hansen M.B., 2003]. In tegenstelling tot Cr(III), bindt Cr(VI) nauwelijks aan proteïnen en 
bestaat het hoogstwaarschijnlijk in vrije en ongebonden vorm. Cr(VI) kan hierdoor gemakkelijk 
uit het leder en in contact met de huid komen. Cr(III) wordt grotendeels gebonden in het leder 
en is daardoor niet biobeschikbaar. Desondanks kan een aanzienlijke hoeveelheid ongebonden 
Cr(III) in het leder aanwezig zijn te wijten aan onjuiste wasprocedures tijdens het bereiden van 
het leder [Candar V., 2001]. Dit ongebonden Cr(III) kan eveneens uit het leder geloogd worden. 
Zowel Cr(III) als Cr(VI) werden reeds aangetoond in zweet dat in contact werd gebracht met 
chroomgelooid leder [Samitz M.H., 1960].  
 
Het objectief van dit deel van het onderzoek was om chroom te speciëren in zweet na extractie 
ervan uit chroomgelooid leder. Dit kan meer inzicht brengen in de oorzaak van contactdermatitis 
veroorzaakt door chroom en bijgevolg een bijdrage leveren tot de preventie ervan. CE werd 
gebruikt om de geladen chroomspecies te scheiden en ICP-SF-MS werd gebruikt als element-
specifieke detector wegens zijn hoge detectievermogen. Omwille van de spectrale overlap van 
de 40Ar12C+- en 52Cr+- signalen en van de 40Ar13C+-, 37Cl16O+- en 53Cr+-signalen werd de ICP-
massaspectrometer gebruikt bij medium massaresolutie (R = 3000).   
  
De in dit werk aangewende Cr(III)- (1,000 ± 0,005 mg⋅mL-1 in 1 % HCl; bron: Cr metaal; 99,999+ 
% zuiver) en Cr(VI)- (1,000 ± 0,005 mg⋅mL-1 in gedeïoniseerd water; bron: SRM 136e 
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kaliumdichromaat; 99,984 % zuiver) standaardoplossingen waren afkomstig van NIST (National 
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA).  
 
6.6.2. Derivatisatie voor een single run - scheiding: risico op speciesomzetting 
 
Cr3+ en (di)chromaat (CrO4
2-, Cr2O7
2-) komen voor als tegengesteld geladen species met 
verschillende elektroforetische mobiliteiten. Simultane bepaling van Cr3+ en (di)chromaat in een 
enkele elektroforetische run is echter mogelijk na derivatisatie. Off-line complexvorming is één 
van de meest toegepaste methoden in chroomspeciatie d.m.v. CE: Cr3+ vormt negatief geladen 
en stabiele complexen met aminopolycarbonzuren. Prekolom-complexanten zoals nitrilotriazijn-
zuur (NTA) [Chen Z., 2001], N-2-hydroxyethyleendiaminetetra-azijnzuur (HEDTA) [Chen Z., 
2001], ethyleendiaminetetra-azijnzuur (EDTA) [Jung G.Y., 1997; Baraj B., 2000], cyclohexaan-
1,2-diaminetetra-azijnzuur (CDTA) [Timerbaev A.R., 1996], diethyleentriaminepenta-azijnzuur 
(DTPA) [Pozdniakova S., 1998] en 2,6-pyridinedicarbonzuur (PDCA) [Chen Z., 2001] werden 
reeds vroeger onderzocht op hun mogelijkheden als Cr(III)-ligand. Omdat beide species, Cr(VI) 
enerzijds als (di)chromaat en gecomplexeerd Cr(III) anderzijds, negatief geladen zijn, kan CE-
anionenscheiding toegepast worden, waarbij gebruik wordt gemaakt van een negatieve 
polariteit van het CE-systeem en een gereduceerde of omgekeerde EOF. Kationische 
surfactantia zoals cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB) [Jung G.Y., 1997], tetradecyl-
trimethylammoniumbromide (TTAB) [Chen Z., 2001] of tetradecyltrimethylammoniumhydroxide 
(TTAOH) [Pozdniakova S., 1998] kunnen hierbij gebruikt worden als EOF-modifier.  
 
In deze context werd DTPA geselecteerd als ligand voor de vorming van een anionisch Cr(III)-
complex. De CE-scheidingsbuffer (pH = 7,0) was samengesteld uit 25 mmol⋅L-1 natriumfosfaat 
en 0,5 mmol⋅L-1 TTAB. Een potentiaalverschil van -15 kV werd aangelegd. Het complexatie-
procédé bestond uit toevoegen van DTPA aan de Cr(III)- of Cr(VI)-standaardoplossing in 
aanwezigheid van CE-scheidingsbuffer en koken van het mengsel gedurende 20 min. Koken 
was noodzakelijk omwille van de trage kinetiek van de complexatiereactie [Jung G.Y., 1997; 
Pozdniakova S., 1998; Pobozy E., 2003]. Figuur 6.3 toont het elektroferogram van Cr(III) na 
complexatie met DTPA na toevoegen van een 5-, 25- en een 212-voudige overmaat aan DTPA. 
Een 5- en zelfs een 25-voudige overmaat aan DTPA resulteerde in meerdere pieken voor de 
Cr(III)-standaard, hetgeen waarschijnlijk wees op de vorming van meerdere niet-
geïdentificeerde Cr(III)-DTPA complexen. Een 212-voudige overmaat aan DTPA resulteerde in 
één beduidende piek voor de Cr(III)-standaard, echter nog steeds in aanwezigheid van een 
aantal kleinere pieken.  
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Figuur 6.3 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: -15 kV) bekomen na complexatie van Cr(III) in 
aanwezigheid van een 5-, 25- en 212-voudige overmaat DTPA; de schaal van de verticale 
signaalintensiteit-as werd zodanig geselecteerd dat meer details van de pieken op basislijnniveau werden 
verkregen (overeenkomend met ongeveer 3 keer de volle schaal) 
 
Niettegenstaande (di)chromaat geen complexen vormt met DTPA, werd het complexatie-
procédé (212-voudige overmaat DTPA) apart toegepast op een Cr(VI)-standaard om het 
optreden van eventuele speciesomzetting na te gaan.  
 
Figuur 6.4 toont dat het grootste deel van Cr(VI) omgezet werd in niet-geïdentificeerde Cr(III)-
DTPA complexen tijdens het complexatieprocédé. Significante speciesomzetting van Cr(VI) in 
Cr(III) trad op tijdens het aangewende kookproces. Hieruit werd besloten dat derivatisatie 
diende vermeden te worden. 
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Figuur 6.4 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: -15 kV) bekomen voor Cr(VI) zonder en ná 
doorlopen van het complexatieprocédé met DTPA 
 
6.6.3. Bepaling van Cr(III) en Cr(VI) d.m.v. CE-ICP-MS gebruik makend van een 
scheidingsbuffer met pH 2,5 
 
Vermits geen off-line complexvorming voor Cr(III) werd gebruikt, diende de analyse uitgevoerd 
te worden via twee verschillende elektroforetische runs. Door de pH van de scheidingsbuffer te 
verlagen tot 2,5 werden alle mogelijke interacties van geladen species met het silicaoppervlak 
van de capillaire wand vermeden omdat onder deze omstandigheden de wand van het CE-
capillair niet langer geladen is. 50 mmol⋅L-1 fosfaat (pH = 2,5) werd aangewend als scheidings-
buffer en als make-up vloeistof. De positieve polariteit van het CE-systeem (aangelegd 
potentiaalverschil: +20 kV) werd toegepast voor de detectie van Cr(III) en de negatieve polariteit 
van het CE-systeem (aangelegd potentiaalverschil: -20 kV) voor de detectie van Cr(VI). 
Nochtans is de Cr(VI)-oxidatietoestand onstabiel bij lage pH en kan deze gereduceerd worden 
in zure omstandigheden tot de Cr(III)-oxidatietoestand [Shupack S.I., 1991]. Om de mate 
waarin eventuele speciesomzetting optrad gedurende de scheiding van de chroomspecies na te 
gaan, werden elektroforetische runs uitgevoerd van een Cr(III)- en een Cr(VI)-standaard, beide 
bij zowel positieve als negatieve polariteit van het CE-systeem. Uit Figuur 6.5 en Figuur 6.6 
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wordt duidelijk dat gedurende de elektroforetische run geen omzetting van Cr(VI) in Cr(III) 
optrad of vice versa, wat het gebruik van een scheidingsbuffer met pH = 2,5 toeliet. 
 
 
Figuur 6.5 Elektroferogram bekomen voor een Cr(III)-standaardoplossing gebruik makend van een 
fosfaatbuffer met pH = 2,5 bij toepassen van positieve (+20 kV) en negatieve (-20 kV) polariteit van het 
CE-systeem 
 
 
Figuur 6.6 Elektroferogram bekomen voor een Cr(VI)-standaardoplossing gebruik makend van een 
fosfaatbuffer met pH = 2,5 bij toepassen van positieve (+20 kV) en negatieve (-20 kV) polariteit van het 
CE-systeem 
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Indien het staal verdund werd met scheidingsbuffer vóór de introductie in het CE-systeem, dan 
werd de elektroforetische scheiding onmiddellijk daarna uitgevoerd om mogelijke species-
omzetting ten gevolge van deze verdunning te minimaliseren.  
 
Het gebruik van deze methode impliceert (i) dat de analyse diende uitgevoerd in twee 
verschillende elektroforetische runs en (ii) dat ongeladen chroomspecies niet werden 
gedetecteerd omdat de EOF werd geëlimineerd. Desondanks vereist deze analyse geen 
monstervoorbereiding (wat de mogelijkheid tot speciesomzetting zou verhogen), noch 
bufferadditieven of gecoate capillairen om de interacties tussen de analieten en de wand van 
het CE-capillair te elimineren. 
 
6.6.4. Detectie van chroomspecies na incubatie van artificieel zweet met 
Cr(III)- en Cr(VI)-standaardoplossing 
 
Cr(III)- of Cr(VI)-standaardoplossing werd toegevoegd aan artificieel zweet. De oplossingen 
(Cr(III), Cr(VI) en blanco) werden geïncubeerd bij 37°C gedurende 22 uur bij constant schudden 
en vervolgens geanalyseerd met CE-ICP-SF-MS. De concentraties aan geïncubeerd Cr(III) en 
Cr(VI) (dichromaat) varieerden van 1 tot 500 mg·L-1, overeenkomstig concentraties gebruikt bij 
dosis-respons onderzoek [Nielsen N.H., 2000; Basketter D., 2001; Iyer V.J., 2002; Basketter 
D.A., 2003]. De experimentele condities van de CE-ICP-SF-MS set-up zijn samengevat in Tabel 
6.6. 
 
De elektroferogrammen van het zweet na incubatie met een 500 mg·L-1 Cr(VI)-
standaardoplossing en een 50 mg·L-1 Cr(III)-standaardoplossing zijn voorgesteld in 
respectievelijk Figuur 6.7 en Figuur 6.8, beide gemeten bij zowel positieve als negatieve 
polariteit van het CE-systeem. De tien keer hogere concentratie aan geïncubeerd Cr(VI) was 
noodzakelijk omdat - zoals verder zal uitgelegd worden - slechts een beperkt deel van Cr(VI) 
deelneemt aan de speciesvorming. In deze gevallen, werd het zweet zonder verdere 
verdunning geanalyseerd. 
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Tabel 6.6 Experimentele condities van de CE-ICP-SF-MS set-up 
 
Capillaire 
                                                 
Spanning  
Introductie   
 
 
Capillair  
 
 
 
Preconditionering  
 
 
 
 
 
 
elektroforese 
 
+/-20 kV 
Hydrodynamisch 
500 mbar·s 
Introductievolume 55 nL 
Bare fused silica  
Totale lengte ± 65 cm 
75 µm inwendige diameter 
360 µm uitwendige diameter  
Vóór gebruik 
20 min KOH 1 mol·L-1 
20 min milli-Q H2O 
20 min scheidingsbuffer 
Vóór elke run 
0,5 min KOH 0,1 mol·L-1 
1 min milli-Q H2O 
4 min scheidingsbuffer  
 
ICP-SF-MS 
 
Massaresolutie   
Koelgasdebiet 
Hulpgasdebiet 
Draaggasdebiet 
RF-vermogen  
Guard elektrode  
Make-up vloeistofdebiet 
Gemeten isotopen 
Verblijftijd per datapunt 
Aantal datapunten per piek 
 
 
 
3000 
13 L·min-1 
1,03 L·min-1 
1,0 - 1,2 L·min-1 
1200 W 
Verbonden 
8 -12 µL·min-1 
52Cr, 53Cr 
10 ms 
15 
 
 
 
 
Figuur 6.7 Elektroferogram bekomen voor artificieel zweet na incubatie met 500 mg·L-1 Cr(VI)-
standaardoplossing, bij toepassen van (a) negatieve (-20 kV) en (b) positieve (+20 kV) polariteit van het 
CE-systeem 
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Figuur 6.8 Elektroferogram bekomen voor artificieel zweet na incubatie met 50 mg·L-1 Cr(III)-
standaardoplossing, bij toepassen van (a) negatieve (-20 kV) en (b) positieve (+20 kV) polariteit van het 
CE-systeem 
 
Uit Figuur 6.7 werd afgeleid dat een deel van het Cr(VI) gedurende de incubatie 
getransformeerd werd tot andere chroomspecies. Bij een aangelegd potentiaalverschil van -20 
kV, werd slechts één elektroforetische piek, afkomstig van dichromaat, waargenomen, maar bij 
aanleggen van +20 kV werden meerdere pieken geobserveerd die verdere identificatie 
vereisten. Na incubatie met Cr(III) werden geen pieken waargenomen bij aanleggen van -20 kV 
(Figuur 6.8) wat erop wees dat geen oxidatie van Cr(III) had plaatsgevonden tijdens het 
incubatieproces. Een brede piek (A in Figuur 6.8) verscheen echter bij aanleggen van +20 kV 
waarbij eveneens verdere identificatie vereist was. Het vermoeden rees dat deze brede piek 
(waarschijnlijk ongebonden Cr(III)) een aantal kleinere pieken maskeerde die op dit moment 
niet zichtbaar waren als gevolg van de relatief hoge concentratie (50 mg·L-1) aan geïncubeerd 
Cr(III). Niettegenstaande de hoge concentratie van 500 mg·L-1 aan geïncubeerd Cr(VI) vertoont 
Figuur 6.7 reeds meerdere pieken. Om alle pieken te onthullen en in een poging om de 
corresponderende species te identificeren, was een systematisch onderzoek vereist, dat een 
breed concentratiebereik aan geïncubeerd Cr(III) en Cr(VI) omvatte. Op deze wijze werd het 
mogelijk om na te gaan of lagere concentraties aan geïncubeerd chroom dezelfde resultaten 
gaven betreffende speciesvorming als incubatie met hogere concentraties aan chroom. Er 
bestaat immers de mogelijkheid dat polychromaat species worden gevormd bij hogere 
concentraties [Stewart I.I., 1996; Carlsen P.H.J., 1995].  
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Het was noodzakelijk om na te gaan of geen artefacten (zoals basislijnonstabiliteiten en 
pieksplitsing) optraden als gevolg van de complexe zweetmatrix. Zweet werd geïncubeerd met 
500 mg·L-1 Cr(VI)-standaardoplossing, waarbij de incubatie-omstandigheden zoals hierboven 
vermeld, werden toegepast en er werd verdund met scheidingsbuffer onmiddellijk vóór de 
introductie in het CE-ICP-SF-MS-systeem (Figuur 6.9, 15- en 40-voudige verdunning). Zelfs bij 
de hoogste verdunning werd hetzelfde scheidingspatroon vastgesteld. Een zweetblanco werd 
gemeten bij toepassen van zowel positieve als negatieve polariteit van het CE-systeem om de 
afwezigheid van artefacten te bevestigen. Om de detectie te maximaliseren en omdat geen 
artefacten, te wijten aan de zweetsamenstelling, waren vastgesteld, werd beslist om alle 
verdere CE-ICP-SF-MS-experimenten uit te voeren met niet-verdunde stalen.    
 
 
Figuur 6.9 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor een 15-voudige en een 
40-voudige verdunning van artificieel zweet met scheidingsbuffer na incubatie met 500 mg·L-1 Cr(VI)-
standaardoplossing 
 
Om een beter zicht te krijgen op de chroomspecies die werden geobserveerd na de incubatie 
van zweet met Cr(III) of Cr(VI), worden beide experimenten hierna afzonderlijk besproken.  
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6.6.4.1. Chroomspecies na incubatie van zweet met Cr(III)-standaardoplossing 
 
Tabel 6.7 geeft een samenvatting van het verloop van de uitgevoerde experimenten en de 
gemaakte observaties bij de incubatie van artificieel zweet met Cr(III).  
 
Tabel 6.7 Schematische voorstelling van het verloop van de uitgevoerde experimenten en de gemaakte 
observaties bij de incubatie van artificieel zweet met Cr(III)  
 
 
Omdat geen pieken werden geobserveerd na incubatie van zweet met Cr(III) en bij aanleggen 
van een potentiaalverschil van -20 kV (Figuur 6.8 a), m.a.w. omdat geen anionen werden 
gedetecteerd, werd besloten dat geen oxidatie van Cr(III) tot Cr(VI) had plaatsgevonden 
gedurende de incubatieperiode en tijdens de scheiding. Om na te gaan of piek A (Figuur 6.8 b; 
waarschijnlijk ongebonden Cr(III)), bij toepassen van de positieve polariteit van het CE-systeem 
(+20 kV), een aantal kleinere pieken maskeerde, was het nodig om het zweet te incuberen met 
een lagere concentratie aan Cr(III). Figuur 6.10 toont het elektroferogram (positieve polariteit) 
van zweet geïncubeerd met Cr(III) met concentraties tussen 1 tot 10 mg·L-1. Hieruit bleek dat 
een hogere concentratie aan geïncubeerd Cr(III) wel degelijk resulteerde in een brede 
elektroforetische piek die een aantal andere pieken maskeerde. Hieruit kon besloten worden dat 
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Cr(III) een aantal positief geladen complexen had gevormd gedurende de incubatie die verdere 
identificatie vereisten. Door het zweet te spiken met 5 mg·L-1 Cr(III) werd de eerste (bijna 
onzichtbare) piek geïdentificeerd als ongebonden Cr(III) (Figuur 6.11).  
 
Figuur 6.10 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor artificieel zweet na 
incubatie met Cr(III)-standaardoplossing: incubatie met (a) 10 mg·L-1, (b) 5 mg·L-1, (c) 4 mg·L-1, (d) 3 
mg·L-1, (e) 2 mg·L-1 en (f) 1 mg·L-1 Cr(III) 
 
 
Figuur 6.11 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor artificieel zweet 
geïncubeerd met 5 mg·L-1 Cr(III), (a) met spike van 0,5 mg·L-1 Cr(III) onmiddellijk vóór de 
monsterintroductie en (b) zonder spike 
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Om de zweetcomponent(en) die aan de oorsprong liggen van de pieken, die geobserveerd 
werden wanneer +20 kV werd aangelegd (dus overeenstemmend met positief geladen 
chroomspecies) verder te identificeren, werd een eliminatie-experiment uitgevoerd. Hierbij 
werden zeven oplossingen bereid die alle componenten bevatten van artificieel zweet, met 
uitzondering van één component. De pH van deze oplossingen werd tot op een waarde van 5,5 
gebracht met ammoniak. De incubatie van deze oplossingen met 10 mg·L-1 Cr(III) werd 
uitgevoerd onder dezelfde omstandigheden als vroeger beschreven.  
 
Figuur 6.12 toont de elektroferogrammen van de volgende oplossingen, geanalyseerd met CE-
ICP-SF-MS en bij een aangelegde spanning van +20 kV: (a) zweet, (b) zweet min serine, (c) 
zweet min ureum, (d) zweet min glycine, (e) zweet min threonine, (f) zweet min melkzuur, (g) 
zweet min methionine en (h) zweet min alanine. Slechts wanneer melkzuur uit de oplossing was 
geëlimineerd, werd een verschillend elektroferogram bekomen.  
 
 
 
Figuur 6.12 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor (a) zweet, (b) zweet 
min serine, (c) zweet min ureum, (d) zweet min glycine, (e) zweet min threonine, (f) zweet min melkzuur, 
(g) zweet min methionine en (h) zweet min alanine, alle na incubatie met 10 mg·L-1 Cr(III) 
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Door de oplossingen te spiken met Cr(III) onmiddellijk vóór de introductie in het CE-ICP-SF-MS-
systeem, kon de eerste piek geïdentificeerd worden als ongebonden Cr(III). Als voorbeeld wordt 
in Figuur 6.13 het elektroferogram getoond (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) voor de 
oplossing waarin serine was geëlimineerd, vóór en na spiken van de oplossing met 1 mg·L-1 
Cr(III)-standaardoplossing. 
 
Figuur 6.13 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor (a) (zweet min 
serine), geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III) en (b) (zweet min serine), geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III) en 
met spike van 1 mg·L-1 Cr(III) toegevoegd onmiddellijk vóór de introductie in het CE-ICP-SF-MS-systeem 
 
Het gegeven dat de ongebonden Cr(III)-piek veel intenser was in afwezigheid van melkzuur in 
de oplossing (Figuur 6.12 f), vergeleken met de andere oplossingen waarin melkzuur wel nog 
aanwezig was, deed vermoeden dat een grotere fractie van Cr(III) geen complexen had 
gevormd door de afwezigheid van melkzuur. Hieruit kon besloten worden dat melkzuur 
waarschijnlijk de hoofdverantwoordelijke is voor de vorming van Cr(III)-complexen tijdens de 
incubatieperiode. Nochtans werd niet alleen een ongebonden Cr(III)-piek, maar eveneens twee 
bijkomende pieken waargenomen na eliminatie van melkzuur uit zweet. Hieruit werd 
geconcludeerd dat melkzuur wellicht niet de enige, maar wel de hoofdverantwoordelijke is voor 
de complexatie van vrij Cr(III). In het geval van incubatie met Cr(III) waren de waargenomen 
pieken wellicht uitsluitend het resultaat van Cr(III)-species omdat geen oxidatie van Cr(III) naar 
Cr(VI) werd geobserveerd onder de aangewende incubatie-omstandigheden (er werden geen 
pieken geobserveerd bij aanleggen van -20 kV; Figuur 6.8 a). 
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Tabel 6.8 geeft een schematische voorstelling van het verloop van het eliminatie-experiment bij 
de incubatie van de oplossingen met Cr(III). 
 
Tabel 6.8 Schematische voorstelling van het verloop van het eliminatie-experiment bij de incubatie van 
de oplossingen met Cr(III) 
 
6.6.4.2. Chroomspecies na incubatie van zweet met Cr(VI)-standaardoplossing 
 
Tabel 6.9 geeft een samenvatting van het verloop van de uitgevoerde experimenten en de 
gemaakte observaties bij de incubatie van artificieel zweet met Cr(VI).  
 
De elektroforetische piek die werd waargenomen bij aanleggen van -20 kV, na analyse van de 
zweetoplossing geïncubeerd met Cr(VI) (dichromaat) onder de incubatie-omstandigheden zoals 
vroeger vermeld (Figuur 6.7 a), werd geïdentificeerd als (di)chromaat door middel van externe 
kalibratie. Analyse van een mengsel van chromaat en dichromaat m.b.v. CE-ICP-SF-MS 
resulteerde in slechts één elektroforetische piek bij aanleggen van -20 kV, wijzend op het feit 
dat beide species niet van elkaar kunnen gescheiden worden onder deze omstandigheden. Bij 
aanleggen van +20 kV werden meerdere pieken geobserveerd die verdere identificatie 
vereisten (Figuur 6.7 b). 
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Tabel 6.9 Schematische voorstelling van het verloop van de uitgevoerde experimenten en de gemaakte 
observaties bij de incubatie van artificieel zweet met Cr(VI)  
 
 
 
Om de pieken te identificeren werd een eliminatie-experiment uitgevoerd op dezelfde wijze als 
voor de incubatie met Cr(III), maar nu werd de incubatie uitgevoerd met 500 mg⋅L-1 Cr(VI). 
Figuur 6.14 toont de elektroferogrammen voor de volgende oplossingen geanalyseerd met CE-
ICP-SF-MS bij aanleggen van +20 kV: (a) zweet, (b) zweet min serine, (c) zweet min ureum, (d) 
zweet min glycine, (e) zweet min threonine, (f) zweet min melkzuur, (g) zweet min methionine 
en (h) zweet min alanine. 
 
 
Figuur 6.14 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor (a) zweet, (b) zweet 
min serine, (c) zweet min ureum, (d) zweet min glycine, (e) zweet min threonine, (f) zweet min melkzuur, 
(g) zweet min methionine en (h) zweet min alanine, alle na incubatie met 500 mg·L-1 Cr(VI) 
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Hieruit bleek dat de oplossingen zonder methionine en zonder melkzuur beide resulteerden in 
een aanzienlijke reductie van de intensiteit van de elektroforetische pieken. Uit het eliminatie-
experiment met Cr(III) was gebleken dat elimineren van methionine uit de zweetoplossing niet 
hetzelfde effect had op de elektroforetische pieken als in geval van incubatie met Cr(VI), waar 
geen pieken werden geobserveerd. Hieruit werd geconcludeerd dat methionine waarschijnlijk 
niet de hoofdverantwoordelijke was voor de complexatie van Cr(III). Omdat in het eliminatie-
experiment met geïncubeerd Cr(VI) geen duidelijke pieken werden geobserveerd wanneer 
methionine was geëlimineerd uit het zweet, rees het vermoeden dat methionine de 
hoofdverantwoordelijke was voor de reductie van Cr(VI) tot Cr(III) en dat de geobserveerde 
pieken bij de incubatie met Cr(VI) waarschijnlijk hoofdzakelijk Cr(III)-complexen waren. 
Wanneer methionine aanwezig was in het zweet, werd bijgevolg een groot deel van het Cr(VI) 
gereduceerd tot Cr(III) dat vervolgens werd gecomplexeerd. Dit resulteerde op zijn beurt in 
meerdere pieken die werden waargenomen bij aanleggen van +20 kV. Zoals voor de incubatie 
met Cr(III), werd verwacht dat melkzuur eveneens de hoofdverantwoordelijke was voor de 
vorming van Cr(III)-complexen. Dit werd bevestigd doordat voor de oplossing waarin melkzuur 
was geëlimineerd een ongebonden Cr(III)-piek werd geïdentificeerd naast slechts twee andere 
pieken (waarschijnlijk afkomstig van een complex van Cr(III) met een andere zweetcomponent 
dan melkzuur). Dit deed vermoeden dat dezelfde pieken werden waargenomen bij incubatie van 
het zweet met Cr(III) of Cr(VI). Omdat een deel van het geïncubeerde Cr(VI) niet was 
gereduceerd als gevolg van de beperkte reductiecapaciteit van het zweet, was een fractie van 
het geïncubeerde Cr(VI) nog aanwezig onder deze vorm (dit werd bevestigd door waarnemen 
van een (di)chromaatpiek bij aanleggen van -20 kV; Figuur 6.7 a). Om de mogelijkheid van de 
vorming van polychromaatspecies, te wijten aan de hoge concentratie (500 mg·L-1) aan 
geïncubeerd Cr(VI), uit te sluiten, werden dezelfde experimenten uitgevoerd met concentraties 
aan geïncubeerd Cr(VI) variërend van 10 tot 500 mg·L-1. Hieruit bleek dat de 
elektroferogrammen voor de laagste (10 mg·L-1) en de hoogste concentratie (500 mg·L-1) aan 
geïncubeerd Cr(VI) gelijkaardig waren, wat erop wees dat geen polychromaatspecies waren 
gevormd te wijten aan de hoge concentratie aan geïncubeerd Cr(VI). Dit wil echter niet zeggen 
dat geen polychromaatspecies werden gevormd tijdens de incubatieperiode, maar dat geen 
bijkomende polychromaatspecies werden gevormd. De hoge concentratie (500 mg·L-1) was 
nodig om een voldoende gevoeligheid te bewaren en werd dan ook aangewend in verdere 
experimenten. De aanwezigheid van een kleine Cr(III)-piek die werd waargenomen zelfs na 
eliminatie van methionine uit de zweetoplossing, kon verklaard worden doordat het 
waarschijnlijk is dat alle andere organische componenten aanwezig in zweet, eveneens een 
bijdrage leveren tot de reductie van Cr(VI) naar Cr(III). 
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Tabel 6.10 geeft een schematische voorstelling van het verloop van het eliminatie-experiment 
bij de incubatie van de oplossingen met Cr(VI).  
 
Tabel 6.10 Schematische voorstelling van het verloop van het eliminatie-experiment bij de incubatie van 
de oplossingen met Cr(VI)  
 
 
6.6.5. Rol van methionine en melkzuur bij de vorming van chroomspecies na 
incubatie van zweet met chroom 
 
Om de rol van methionine (hoofdverantwoordelijke voor de reductie van Cr(VI)) en melkzuur 
(hoofdverantwoordelijke voor de complexatie van Cr(III)) verder te bevestigen, werden een 
aantal bijkomende experimenten uitgevoerd. 
 
Om de oorsprong van de waargenomen pieken verder te onderzoeken, werden volgende 
oplossingen bereid, geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III) onder de omstandigheden zoals vroeger 
beschreven en met een pH van 5,5 en vervolgens geanalyseerd met CE-ICP-SF-MS (Figuur 
6.15): (a) zweet, (b) (1 g·L-1methionine + 5 g·L-1NaCl), (c) (1 g·L-1 melkzuur + 5 g·L-1 NaCl) en 
(d) (1 g·L-1 methionine + 1 g·L-1  melkzuur + 5 g·L-1 NaCl).  
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Figuur 6.15 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor (a) zweet, (b) 
(methionine + NaCl), (c) (melkzuur + NaCl) en (d) (methionine + melkzuur + NaCl) met (a), (b), (c) en (d) 
geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III) 
 
Hierbij werd vastgesteld dat methionine niet in staat was om complexen te vormen met Cr(III) 
onder de toegepaste condities vermits alleen een vrije Cr(III)-piek werd waargenomen in het 
elektroferogram (Figuur 6.15 b). Figuren 6.15 c en 6.15 d tonen aan dat dezelfde pieken werden 
waargenomen als in het geval van de oorspronkelijke zweetoplossing (Figuur 6.15 a). Omdat 
geen verschillen werden waargenomen tussen de elektroferogrammen 6.15 c en 6.15 d, werd 
de hypothese dat methionine niet in staat is om complexen te vormen met Cr(III) opnieuw 
bevestigd. Het was ook opvallend dat in het geval van (melkzuur + NaCl) of (melkzuur + 
methionine + NaCl), een grotere fractie van vrij Cr(III) werd waargenomen dan in het geval van 
de oorspronkelijke zweetoplossing. Dit kon mogelijk een indicatie zijn dat niet alleen melkzuur in 
staat was om Cr(III)-complexen te vormen.  
 
Figuur 6.16 toont de elektroferogrammen voor (a) zweet, (b) (zweet min methionine), (c) (zweet 
min melkzuur) en (d) (zweet min (melkzuur + methionine)), geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III) 
onder dezelfde omstandigheden als vroeger beschreven en geanalyseerd met CE-ICP-SF-MS, 
bij een aangelegde spanning van +20 kV.  
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Figuur 6.16 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor (a) zweet, (b) (zweet 
min methionine), (c) (zweet min melkzuur) en (d) (zweet min (melkzuur / methionine)), alle geïncubeerd 
met 10 mg·L-1 Cr(III)  
 
Hieruit werd besloten dat in geval van de oplossing waaruit melkzuur was geëlimineerd, een 
deel van de pieken die werden waargenomen in het geval van de oorspronkelijke zweet-
oplossing, ontbraken in het elektroferogram. Alleen ongebonden Cr(III) en twee andere pieken 
werden in dit geval waargenomen, wat erop wees dat melkzuur waarschijnlijk niet de enige 
verantwoordelijke was voor de complexatie van vrij Cr(III), zoals reeds werd besloten uit Figuur 
6.15. De oorsprong van de laatste twee pieken bleef ongeïdentificeerd, maar was duidelijk niet 
het resultaat van complexatie met melkzuur. Opnieuw werden geen verschillen vastgesteld 
tussen de elektroferogrammen 6.16 a en 6.16 b enerzijds en tussen de elektroferogrammen 
6.16 c en 6.16 d anderzijds, hetgeen nogmaals de rol van methionine en melkzuur bevestigde. 
 
Een volgend experiment om de hypothese te bevestigen dat methionine de hoofd-
verantwoordelijke was voor de reductie van Cr(VI) naar Cr(III) en dat melkzuur de hoofd-
verantwoordelijke was voor de verdere complexatie van ongebonden Cr(III) dat onder deze 
omstandigheden werd gevormd, bestond erin om een oplossing met 5 g·L-1 NaCl, 1 g·L-1 
methionine en 1 g·L-1 melkzuur met pH = 5,5 te incuberen met 500 mg·L-1 Cr(VI) en vervolgens 
te analyseren met CE-ICP-SF-MS. Hierbij werd vastgesteld dat de waargenomen pieken voor 
zweet, geïncubeerd met Cr(VI) ook aanwezig waren in het elektroferogram dat op deze wijze 
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was bekomen. Dit bevestigde nogmaals de hypothese dat methionine hoofdverantwoordelijke is 
voor de reductie van Cr(VI) naar Cr(III) en dat melkzuur - zoals voor de incubatie met Cr(III) - 
hoofdverantwoordelijke is voor de complexatie.       
 
6.6.6. Invloed van de incubatietijd op speciesvorming in artificieel zweet na 
incubatie met Cr(III)                           
 
Vermits lederproducten (zoals lederen (hand)schoenen) dikwijls regelmatig voor langere 
perioden gedragen worden, werd het effect van de incubatietijd op speciesvorming in artificieel 
zweet onderzocht. Omdat dezelfde species voorkwamen in geval van incubatie van artificieel 
zweet met Cr(VI) of met Cr(III), werd het experiment uitgevoerd met Cr(III). Figuur 6.17 toont de 
elektroferogrammen voor artificieel zweet, geïncubeerd met 10 mg·L-1 Cr(III)-standaard-
oplossing bij 37°C en constant schudden gedurende 0, 2, 4, 8, 16, 20, 24, 48 en 72 uur. Figuur 
6.17 toont dat speciesvorming in artificieel zweet na incubatie met Cr(III) reeds begon na minder 
dan 2 uur. Na 8 uur incubatie waren de chroomspecies nagenoeg volledig gevormd en was nog 
slechts een kleine fractie van ongebonden Cr(III) aanwezig in het zweet. Bij overschrijding van 
de incubatieperiode van 16 uur (tot 72 uur), werden bijna geen verschillen in de 
speciesdistributie meer waargenomen. 
 
 
 
Figuur 6.17 Elektroferogram (aangelegd potentiaalverschil: +20 kV) bekomen voor zweet geïncubeerd 
met 10 mg·L-1 Cr(III)-standaardoplossing bij 37°C en constant schudden gedurende (a) 0, (b) 2, (c) 4, (d) 
8, (e) 16, (f) 20, (g) 24, (h) 48 en (i) 72 uur 
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6.6.7. Toepassing op lederstalen: verkennend onderzoek   
 
Cr(III) en Cr(VI) zijn beide in staat om allergische contactdermatitis uit te lokken, maar een veel 
hogere concentratie Cr(III) dan Cr(VI) is hiervoor vereist [Hansen M.B., 2002; Hansen M.B., 
2003]. Leder kan hoeveelheden Cr(III) en Cr(VI) bevatten die hoog genoeg zijn om dermatitis uit 
te lokken bij een chroomgevoelige patiënt. Het in het leder aanwezige chroom kan uit het leder 
geloogd worden door zweet [Samitz M.H., 1960]. Hetzelfde procédé als voor de chroom-
standaarden werd toegepast op de lederstalen (kalfsleder). 5 g leder werd in 10 mL artificieel 
zweet gebracht en vervolgens werd er bij 37°C constant geschud gedurende 22 uur. Figuur 
6.18 toont de elektroferogrammen van twee lederstalen (10-voudig verdund met scheidings-
buffer onmiddellijk vóór de introductie in het CE-systeem), zowel bij positieve als negatieve 
polariteit (+/-20 kV). Hieruit bleek dat niet alleen zweet maar ook het leder zelf bijdraagt tot de 
vorming van verschillende chroomspecies vermits niet alle waargenomen species konden 
verklaard worden door complexatie van chroom met zweetcomponenten. De pieken, afkomstig 
van de negatief geladen chroomspecies, die werden waargenomen bij aanleggen van -20 kV, 
waren hier duidelijk meer vertegenwoordigd dan in het geval van incubatie van zweet met 
chroom, waar uitsluitend de aanwezigheid van (di)chromaat werd vastgesteld (bij incubatie van 
zweet met Cr(VI)).  
 
 
 
Figuur 6.18 Elektroferogram bekomen voor zweet (10-voudige verdunning met scheidingsbuffer), 
geïncubeerd met 5 g leder bij 37°C en constant schudden gedurende 22 uur 
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6.6.8. Besluit 
 
Tijdens dit deel van het onderzoek werden de mogelijkheden van CE-ICP-SF-MS voor 
chroomspeciatie na incubatie van artificieel zweet met Cr(III) en Cr(VI) onderzocht. CE-ICP-SF-
MS heeft in deze context een belangrijk voordeel, namelijk dat slechts microliters staal zijn 
vereist voor meerdere elektroforetische runs. Een methode voor de detectie van geladen 
chroomspecies, gebruik makend van 50 mmol·L-1 fosfaatbuffer met pH = 2,5 en aanleggen van 
een potentiaalverschil van +/-20 kV, werd ontwikkeld. Niettegenstaande onder deze condities 
twee elektroforetische runs dienen uitgevoerd om alle geladen species te detecteren, vereist 
deze methode geen monstervoorbereiding wat het risico op speciesomzetting drastisch 
vermindert. Uit incubatie-experimenten met artificieel zweet werd vastgesteld dat andere 
chroomspecies werden gevormd tijdens de incubatieperiode en dat methionine en melkzuur de 
hoofdverantwoordelijken zijn voor de reductie van Cr(VI) naar Cr(III), respectievelijk (verdere) 
complexatie van Cr(III). De invloed van de incubatietijd op de speciesvorming werd onderzocht 
en hieruit bleek dat vanaf een incubatieperiode van 16 uur, geen verdere veranderingen in de 
speciesdistributie werden waargenomen. Toepassen van deze methode op lederstalen 
resulteerde in meerdere bijkomende elektroforetische pieken in vergelijking met incubatie van 
artificieel zweet met chroomstandaarden. Hieruit kon worden besloten dat zowel zweet als leder 
een bijdrage leveren tot vorming van chroomspecies.  
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7.1. Inleiding 
 
Dit deel van de doctoraatsstudie legt de basis voor verder onderzoek naar het verband tussen 
de aanwezigheid van bepaalde chroomspecies en chroomallergie. De doelstelling van dit werk 
was tweeledig:  
1) exploratie van de mogelijkheden van CE-ICP-SF-MS als speciatietechniek met laag 
monsterverbruik in deze context; 
2) evaluatie van de resultaten van eerdere in vitro chroompermeatiestudies met deze 
alternatieve techniek.  
 
Aan de hand van in vitro permeatiestudies met varkenshuid en menselijke huid werden o.a. 
volgende aspecten nagegaan: 
(i) in welke mate worden bepaalde chroomspecies door de huid doorgelaten en/of opgenomen 
of m.a.w. wat is de invloed van de oxidatietoestand van chroom op de permeatie;  
(ii) welke invloed heeft de concentratie van de betreffende chroomverbinding op de permeatie 
van chroom;  
(iii) welke invloed heeft de blootstellingsduur op de chroompermeatie; 
(iv) op welke wijze beïnvloedt de aanwezigheid van (artificieel) zweet de permeatie van 
chroomverbindingen door de huid. 
 
Door de beperkte beschikbaarheid van menselijke huid werd geopteerd om het grootste deel 
van de experimenten uit te voeren met varkenshuid, om op deze wijze de experimentele para-
meters voor de analyse van huidweefsel, te optimaliseren. Zoals verder beschreven wordt, is 
varkenshuid een goed model voor menselijke huid. Een beperkt gedeelte van de experimenten 
werd vervolgens uitgevoerd met menselijke huid, waarna de resultaten onderling werden 
vergeleken. Door middel van een Franz diffusiecel werd de doorlaatbaarheid van de huid voor 
chroom geëvalueerd. Hierbij werd eventuele conversie van de chroomspecies bij doorgang door 
de huid nagegaan met behulp CE-ICP-SF-MS. 
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7.2. Huid  
 
7.2.1. Opbouw 
[Rycroft R.J.G, 1992; Gray J., 1997] 
 
Onze huid is in vele opzichten meer dan zomaar het omhulsel van ons lichaam. De huid is de 
eerste verdedigingslinie tegen schadelijke invloeden van onze omgeving. De huid beschermt 
tegen al te snelle oververhitting, onderkoeling of uitdroging. De huid bezit tastgevoel zodat wij 
dingen kunnen voelen en daardoor bijvoorbeeld complexe handelingen met onze handen 
kunnen verrichten.  
 
De huid is het grootste orgaan van het lichaam en omvat ongeveer 15 % van het lichaams-
gewicht. De totale huidoppervlakte van een volwassene varieert van ongeveer 1,12 m2 tot 1,86 
m2. Wat de chemische samenstelling betreft, kan gesteld worden dat de huid voor ongeveer 70 
% uit water bestaat, 25 % uit proteïnen en 2 % uit vetten. De overige 3 % bestaat uit 
spoorelementen, nucleïnezuren, glycosoaminoglycanen, proteoglycanen en talrijke andere 
verbindingen. 
 
De huid bestaat uit drie delen: de opperhuid (epidermis), de lederhuid (dermis) en het onder-
huids bindweefsel (subcutaan weefsel; subcutis; hypodermis). Figuur 7.1 toont de opbouw van 
de huid. 
 
Figuur 7.1 Opbouw van de huid [Rycroft R.J.G., 1992; Gray J., 1992] 
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Opperhuid (epidermis)  
 
Dit is het buitenste laagje van de huid (totale dikte huid: 0,5 mm - enkele mm). Het is de dunste 
laag van de huid, die op zijn beurt zelf uit vijf lagen bestaat: stratum basale (germinativum), 
stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum en stratum corneum [Rycroft R.J.G., 
1992]. Figuur 7.2 toont een dwarsdoorsnede van de vijf bovengenoemde lagen van de 
epidermis.  
 
 
Figuur 7.2 Dwarsdoorsnede van de epidermis (opperhuid) [Bergman R.A., 2003] 
 
De opperhuid bestaat voor het grootste deel uit keratinocyten. Deze cellen worden voortdurend 
nieuw gevormd in de onderste laag van de opperhuid en produceren het eiwit keratine. De 
cellen vermeerderen zich door deling. De nieuwgevormde cellen schuiven steeds een beetje op 
naar het oppervlak van de huid omdat ze door de voortdurende aanmaak van nieuwe cellen 
naar boven worden geduwd. Wanneer de cellen hoog in de opperhuid komen te liggen gaan ze 
dood, toch blijven ze nog heel belangrijk. Deze celskeletten (hoorncellen, corneocyten) vormen 
namelijk samen een heel sterk pantser (hoornlaag; stratum corneum), dat moeilijk 
doordringbaar is voor ziekteverwekkers en bovendien uitdroging van de huid tegengaat. De 
hoornlaag bestaat hoofdzakelijk uit dode keratinocyten, verharde proteïnen (keratine) en vetten. 
Deze dode hoornlaag is op sommige delen van de huid extra dik, zoals op de voetzolen en op 
de handpalmen. Uiteindelijk schilfert de buitenste laag van de epidermis af en worden voort-
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durend nieuwe lagen door celdeling aangemaakt. Gemiddeld wordt de gehele opperhuid elke 
30 dagen volledig vervangen.  
 
In de onderste laag van de opperhuid tussen de hoorncellen bevinden zich ook nog andere 
cellen: de melanocyten. Deze melanocyten produceren het pigment melanine dat 
verantwoordelijk is voor de huidskleur en huidtoon. De pigmentcellen maken kleine 
pigmentkorrels aan, die zij doorgeven aan de hoorncellen die het pigment boven hun celkern 
leggen. Zo wordt het kwetsbare erfelijk materiaal in de celkern afgeschermd tegen de 
beschadigende werking van de ultraviolette straling in het zonlicht.  
  
Ten slotte komen ook Langerhanscellen voor, die essentieel een voorpost zijn van het immuun-
systeem in de epidermis. Deze zorgen ervoor dat ongewenste vreemde substanties niet in de 
huid doordringen. 
 
Lederhuid (dermis)  
  
Deze laag is een stevige constructie van bindweefsel en is qua samenstelling veel 
afwisselender dan de opperhuid die immers maar uit enkele soorten cellen bestaat. Het is de 
dikste laag van de huid en situeert zich tussen de epidermis en het onderhuids bindweefsel. Het 
omvat een stevig netwerk van collageen- en elastinevezels. Zowel collageen als elastine zijn 
uiterst belangrijke huidproteïnen: collageen is verantwoordelijk voor structurele steun en 
elastine voor de veerkracht van de huid.  
 
Het hoofdceltype in de dermis is de fibroblast die collageen, elastine en andere structurele 
moleculen aanmaakt. Een degelijke werking van de fibroblasten is uiterst belangrijk voor de 
algemene gezondheid van de huid.  
 
In de lederhuid bevinden zich eveneens bloedvaten (voedsel- en zuurstofvoorziening), lymfe-
vaten (afvoer van afvalstoffen), en zenuwen (tastgevoel, pijngeleiding, temperatuurgevoel). De 
bloedvoorziening is een zeer ingenieus, verfijnd systeem dat de voorziening van voedingstoffen 
en zuurstof tot in de verste uithoeken van de lederhuid én de onderste lagen van de opperhuid 
precies regelt. De bloedvaten in de huid spelen ook een belangrijke rol in de temperatuur-
regeling van het lichaam: door verwijding van de bloedvaten kan extra warmte aan de 
buitenwereld worden afgegeven, door vaatvernauwing kan de afgifte van warmte worden 
beperkt zodat geen kostbare energie nodeloos verloren gaat. In de lederhuid bevindt zich ook 
het belangrijkste deel van het actieve verdedigingssysteem van de huid: via een systeem 
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waarin speciale witte bloedcellen een belangrijke rol spelen, kunnen virussen en bacteriën 
worden herkend en gericht onschadelijk gemaakt.   
 
De lederhuid zorgt ook voor de elasticiteit en trekvastheid van de huid. Wanneer de huid 
veroudert of beschadigd wordt door zonlicht neemt de elasticiteit en veerkracht af.  
De lederhuid wordt niet voortdurend vernieuwd, zoals dat bij de opperhuid gebeurt. Een 
beschadiging van de lederhuid blijft dan ook altijd zichtbaar als litteken. Wanneer echter alleen 
de epidermis beschadigd raakt, zal deze restloos genezen.  
 
Ten slotte komen in de lederhuid ook zweetklieren, talgklieren, haarfollikels en een relatief klein 
aantal zenuw- en spiercellen voor. De talgklieren, die zich situeren rond de haarfollikels, zijn 
van belang voor een gezonde huid vermits zij talg (een olie-achtige beschermende substantie) 
produceren die de huid en het haar olie- en waterproof maken. Als de talgklieren te weinig talg 
produceren, zoals veel voorkomt bij oudere mensen, dan wordt de huid droog en worden 
rimpels gevormd. Overproductie of onjuiste samenstelling van talg geeft dan weer aanleiding tot 
acne, veelvoorkomend bij adolescenten. 
 
Onderhuids bindweefsel (subcutis; hypodermis) 
 
Deze laag scheidt de huid van de spieren en pezen in ons lichaam en vormt dus de laatste 
barrière tussen de huid en het ‘binnenste’ van het lichaam. Het bestaat vooral uit vet, 
bindweefselschotten en bloedvaten. Het meest voorkomend type cellen in het onderhuids 
bindweefsel is de adipocyt of vetcel. Het vet zorgt voor extra isolatie van het lichaam en is 
tevens een bron van energie in tijden van schaarste. De dikte van het onderhuidse bindweefsel 
verschilt van plaats tot plaats. Deze laag is bijzonder dun op het scheenbeen en ook in de huid 
die over de gewrichten ligt. Op de buik, billen en rug is de dikte van de onderhuidse 
bindweefsellaag echter aanzienlijk. De meeste zoogdieren hebben echter geen onderhuids 
bindweefsel vermits hun vacht dienst doet als warmte-isolator en als bescherming tegen 
schokken.  
 
Hoewel de buitenste laag van de huid het lichaam beschermt, heeft ook het binnenste deel 
ervan speciale taken. Eén van die functies is het ontvangen en doorgeven van zintuiglijke 
indrukken naar de hersenen. Die indrukken ontstaan door druk, temperatuurverschillen of 
beschadiging en geven ons dan gevoelens van aanraking, warmte of koude of pijn. 
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7.2.2. Functies 
 
De huid heeft verschillende functies [Rycroft R.J.G., 1992]: 
 
• de huid speelt als orgaan een belangrijke rol bij de handhaving van een constante 
lichaamstemperatuur door middel van zweetsecretie (verdamping) en bloeddoorstroming 
(afgifte stralingswarmte); 
• de huid biedt bescherming tegen invloeden van buiten, namelijk tegen (i) chemische factoren 
(bijvoorbeeld chroom, nikkel,…) (ii) fysische factoren (mechanische factoren, straling, warmte, 
koude) en (iii) binnendringen van ziektekiemen (bacteriën en virussen); 
• de huid beschermt tegen uitdroging door het verlies van water (naar buiten) tegen te gaan; 
ook de talgsecretie speelt hierbij een rol; 
• door de huid heen kunnen tal van stoffen, vooral laagmoleculaire verbindingen, worden 
opgenomen en uiteindelijk in de bloedstroom terechtkomen; 
• in de lederhuid bevinden zich voorts de zintuigen (receptororgaantjes) voor de verschillende 
aspecten van het gevoel: tastzin, pijnzin en temperatuurzin; 
• de aanwezigheid van pigment beschermt in meer of mindere mate tegen de schadelijke 
effecten van zonlicht (verbranding). Het zonlicht heeft ook gunstige effecten, bijvoorbeeld de 
vorming van vitamine D (calciferol) uit het in de huid aanwezige provitamine. 
 
7.3.  In vitro permeatie van chroomzouten door varkenshuid en 
menselijke huid 
 
In vitro technieken worden veel gebruikt om de percutane absorptie in te schatten van mogelijk 
toxische chemicaliën [Behl C.R., 1990; Bronaugh R.L., 1982a; Bronaugh R.L., 1982b; Bronaugh 
R.L., 1985a; Bronaugh R.L., 1986a; Bronaugh R.L., 1986b; Bronaugh R.L., 1990a; Bronaugh 
R.L., 1995; Chilcott R.P., 2001; Collier S.W., 1989; Friend D.R., 1992; Polák L., 1974]. Een 
groot voordeel van in vitro systemen is dat zij toelaten om de absorptie doorheen menselijke 
huid van chemicaliën te meten die ethisch gezien té toxisch zijn om op menselijke 
proefpersonen uit te testen. Absorptiesnelheden en huidmetabolisme kunnen bovendien meer 
accuraat gemeten worden in een in vitro systeem vermits de monstername direct onder de 
huidbarrièrelaag gebeurt.  
 
Aan de hand van in vitro permeatie-experimenten werd in dit project een basis gelegd voor 
verder onderzoek naar de eventuele chroomspecies die bijdragen tot de uitlokking van 
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chroomallergie. In eerste instantie werd aan de hand van varkenshuid als model voor 
menselijke huid en een diffusiecelsysteem o.a. de doorgang en absorptie van verschillende 
chroomspecies door de huid onderzocht. De verkregen resultaten werden vergeleken met de 
gegevens uit de vakliteratuur. Vergelijkende studies werden steeds uitgevoerd met huid van 
dezelfde donorbron. Slechts een deel van de experimenten werd herhaald met menselijke huid 
wegens gebrek aan voldoende materiaal.  
 
7.3.1. Experimentele set-up 
 
De experimentele condities van de CE-ICP-SF-MS set-up zijn dezelfde als deze beschreven in 
Tabel 6.6. De CE-ICP-SF-MS-methode zoals vroeger beschreven door Van Lierde et al. [Van 
Lierde V., 2005] (zie hoofdstuk 6) werd aangewend voor de speciatie van het chroom aanwezig 
in de receptorvloeistof. 
 
7.3.1.1. Diffusiecel 
[Bronaugh R.L., 1995; Samitz M.H., 1967; Thomas J., 1975] 
 
Niettegenstaande meerdere ontwerpen gebruikt worden in diffusiecelstudies, bestaan in 
principe slechts twee basisceltypes: de cel met één compartiment en de cel met twee 
compartimenten. De diffusiecel met twee compartimenten beschikt over twee compartimenten 
van gelijk volume (dikwijls tussen 2 en 10 mL), die van elkaar gescheiden zijn door het 
(huid)membraan. De cel met één compartiment bevat een compartiment onder het 
(huid)membraan, maar is open aan de omgeving aan de bovenkant van de huid. Beide types 
worden gebruikt in percutane absorptiestudies. Diffusiecellen met twee compartimenten worden 
reeds jaren gebruikt om de condities te creëren waarbij de diffusie van een component in 
oplossing van de ene zijde van het membraan naar de andere kan gemeten worden 
[Scheuplein R.J., 1965]. Een oneindige dosis van een component (dosis die hoog genoeg is om 
een constante concentratie te behouden gedurende het verloop van het experiment) wordt 
langs één kant van het membraan gebracht en de diffusiesnelheid van deze component naar de 
oplossing aan de andere kant van het membraan t.g.v. de heersende concentratiegradiënt, 
wordt bepaald. Hierbij worden de oplossingen langs beide kanten van het membraan meestal 
continu geroerd om uniforme concentraties in beide oplossingen te verzekeren. Dit type diffusie-
cel is nuttig om diffusiemechanismen doorheen de huid te bestuderen en kan eveneens ingezet 
worden om de absorptie te meten van medicijnen, geleverd door toestellen die de componenten 
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in een “oneindige” dosis op de huid brengen of m.a.w. de medicijnen leveren in een 
evenwichtstoestand.  
 
De blootstelling van de huid aan substanties die de huid kunnen doordringen, gebeurt echter 
dikwijls onder omstandigheden die sterk afwijken van deze normaal gecreëerd in een diffusiecel 
met twee compartimenten. Sommige substanties worden opzettelijk op de huid gebracht onder 
de vorm van zalven, lotions of pleisters bij gebruik van medicijnen of cosmetische producten. 
Andere chemicaliën, dikwijls van toxicologisch belang, aanwezig in onze omgeving, komen op 
verscheidene manieren in contact met de huid. Dikwijls is hierbij de hoeveelheid doordringbare 
substantie op het huidoppervlak relatief klein en wordt een absorptie-evenwichtstoestand niet 
bereikt (eindige dosis). In deze gevallen kan de absorptie van chemicaliën uitsluitend 
bestudeerd worden via een diffusiecel met één compartiment. Het huidoppervlak is bij dit 
celtype blootgesteld aan de omgeving, zodat dunne lagen materiaal op de huid kunnen worden 
gebracht op dezelfde wijze als dit gebeurt bij blootstelling in vivo. De huid wordt hier niet 
overmatig gehydrateerd door continue blootstelling aan een waterige oplossing zoals bij een 
diffusiecel met twee compartimenten. Het compartiment onder de huid fungeert als een 
container voor receptorvloeistof die continu wordt geroerd. Monsters worden genomen 
doorheen een monsterarm voor opeenvolgende bepaling van de absorptiesnelheid. Het 
ontwerp van de statische diffusiecel werd in de literatuur beschreven door Franz [Franz T.J., 
1975]. Figuur 7.3 toont een voorbeeld van een statische diffusiecel met watermantel.  
 
 
 
                                      (a)                                                                                   (b) 
Figuur 7.3 Franz statische diffusiecel: (a) werkelijke weergave en (b) schematische weergave 
 
Naast de statische diffusiecellen bestaan eveneens doorstroomcelsystemen [Bronaugh R.L., 
1985b]. De doorstroomdiffusiecel werd geïntroduceerd om de monstercollectie van een 
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diffusiecel met één compartiment te automatiseren. Het vergemakkelijkt ook het behoud van de 
levensvatbaarheid van de huid vermits de fysiologische receptorvloeistof continu wordt ververst. 
Receptorvloeistof wordt hierbij continu in één arm van de cel gepompt. Het receptorvolume 
onder de huid varieert tussen 0,13 en 0,26 mL (afhankelijk van de membraanoppervlakte van 
de diffusiecel). Dit klein volume laat toe om de receptorinhoud snel en volledig uit te spoelen 
met een debiet van 1,5 mL·uur-1 of hoger. Het effluent van deze cellen wordt opgevangen in een 
fractiecollector. De houder wordt op fysiologische temperatuur gehouden door het doorpompen 
van verwarmd water. Gelijkwaardige resultaten worden bekomen met de doorstroom- en 
statische cellen inzake hoeveelheid geabsorbeerd materiaal en het verloop van de absorptie in 
functie van de tijd [Bronaugh R.L., 1985b]. 
 
In dit werk werden de in vitro permeatie-experimenten uitgevoerd met behulp van een statische 
Franz diffusiecel [Franz T.J., 1975; Frantz S.W., 1990; Tojo K., 1987; Barry B.W., 1983]. Deze 
diffusiecel is vervaardigd uit glas en de hier aangewende diffusiecel (PermeGear, Inc., PA, 
USA) had een contactoppervlakte van 0,64 cm2. Niettegenstaande de hier aangewende 
statische diffusiecel wordt gecategoriseerd bij de cellen met één compartiment, spreekt men 
naast het receptorcompartiment ook hier van een donorcompartiment. De in dit werk gebruikte 
diffusiecel beschikte over een receptorcompartiment met een receptorvolume van 5 mL. Huid-
membranen werden tussen de celcompartimenten gebracht met het stratum corneum naar het 
donorcompartiment gericht. Een O-ring werd gebruikt om het membraan te positioneren en de 
afdichting te garanderen. De twee celcompartimenten werden samengehouden door middel van 
een klem.  
 
Het receptorcompartiment werd gevuld met een isotone gebufferde fosfaatzoutoplossing met 
pH = 7,4 (PBS of Phosphate Buffered Saline). De PBS-oplossing werd bereid door 8,00 g NaCl, 
0,20 g KCl, 0,20 g KH2PO4 en 1,44 g Na2HPO4·2H2O op te lossen in 1 liter milli-Q water 
[Bosman I.J., 1996]. De inhoud van de diffusiecel werd op een constante temperatuur van 37°C 
gehouden door middel van een uitwendige watermantel. Het huidmembraan werd telkens 
gedurende 30 min geëquilibreerd met de receptorvloeistof, vooraleer de te onderzoeken 
chroomoplossing in het donorcompartiment werd gebracht (556 µL·cm-2 huidoppervlakte of 355 
µL voor een huidoppervlakte van 0,64 cm2) [Bosman I.J., 1996]. Het donorcompartiment werd 
afgedekt met parafilm om verdamping van het solvent tegen te gaan en om occlusie te 
simuleren. De receptorvloeistof werd continu in beweging gehouden door middel van een 
magnetische roerder (400 rpm) en een roervlo. Monsters van de receptorvloeistof werden na 
regelmatige tijdsintervallen genomen via de monsterarm van het receptorcompartiment en 
bewaard bij -20°C tot verdere analyse. Deze tussentijdse monsters werden gecontroleerd op de 
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aanwezigheid van verschillende chroomspecies m.b.v. CE-ICP-SF-MS. Het gebruik van CE als 
monsterintroductie- en scheidingstechniek heeft als grote voordeel dat slechts een kleine 
hoeveelheid (10 µL - 100 µL) receptorvloeistof tijdens de diffusie diende te worden vervangen 
door verse receptorvloeistof om het volume constant te houden tijdens het experiment, doordat 
microliters volstaan voor meerdere analysen met CE-ICP-MS. Op het einde van elk permeatie-
experiment werd de huid voorzichtig overvloedig gespoeld met milli-Q water. De huid werd 
vervolgens bewaard bij -20°C voor verdere bepaling van de totale chroomconcentratie in de 
huid na zure destructie.  
 
7.3.1.2. Huidmembraan voor in vitro permeatiestudies 
[Bronaugh R.L., 1995] 
 
Een huidmembraan dat gebruikt wordt in een in vitro experiment, moet zo goed mogelijk de 
barrièrefunctie van de huid simuleren. De barrièrelaag refereert naar de dikte van de huid 
waardoor een component in vivo moet diffunderen vooraleer het opgenomen wordt door 
bloedvaten in de opperste laag van de dermis om vervolgens de systemische circulatie binnen 
te gaan. Deze laag omvat de volledige epidermis en soms nog een kleine fractie van de dermis. 
Deze afstand varieert afhankelijk van het huidtype maar bedraagt tot 100 µm voor menselijke 
huid. Als bijkomend huidweefsel aanwezig is op het huidmembraan dat gebruikt wordt in de 
diffusiecel, zal het effect van dit weefsel afhangen van de oplosbaarheid van de bestudeerde 
chemische verbinding. Een wateroplosbare substantie zal gemakkelijk door het waterige 
huidweefsel diffunderen en zijn absorptie zal slechts weinig beïnvloed worden door de 
aanwezigheid van het bijkomende weefsel. Hydrofobe componenten daarentegen zullen slechts 
bijzonder traag door dit weefsel diffunderen waardoor het zal lijken alsof ze veel trager worden 
geabsorbeerd dan bij in vivo studies. Het gebruik van huid van volledige dikte, zogenaamde 
‘full-thickness’ huid, is dan ook alleen gerechtvaardigd als de dierenhuid zeer dun is zoals het 
geval is bij muizen (400 µm) [Behl C.R., 1984] of konijnen. Voor andere dieren zoals rat (800-
870 µm) [Yang J.J., 1986], cavia, aap en varken, is de volledige huid bijna 1 mm dik, terwijl 
menselijke huid verscheidene mm dik kan zijn [Loden M., 1985]. Middelen dienen bijgevolg 
aangewend te worden om een membraan te bereiden dat op accurate wijze de dikte van de 
barrièrelaag weerspiegelt. Anders gezegd, dikwijls dient (een deel van) de dermis verwijderd te 
worden om zogenaamde ‘split-thickness’ huid of verder, geïsoleerde epidermale membranen, te 
bekomen, zodat de in vivo afstand tussen het huidoppervlak en de bloedstroom nagebootst 
wordt [Bronaugh R.L., 1990a; Bronaugh R.L., 1990b].  
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Gebruik van een dermatoom (apparaat weermee een dunne laag huid kan worden afgeschaafd) 
laat toe om huidmembranen te bekomen van reproduceerbare dikte en is bijgevolg de beste 
manier om ‘split-thickness’ biologische membranen voor percutane absorptiestudies te 
bereiden. Een dermatoom kan gebruikt worden voor zowel behaarde als onbehaarde huid, 
zonder de levensvatbaarheid van het huidmembraan onomkeerbaar te beïnvloeden.  
 
Epidermale membranen kunnen bereid worden door middel van een temperatuursverhoging 
(warmteseparatie) waardoor de binding tussen de epidermis en de dermis verzwakt wordt [Dick 
I.P., 1992; Bhatti A.S., 1988]. Baumberger [Baumberger P.J., 1942] constateerde dat wanneer 
‘full-thickness’ huid gedurende 2 min op een warme plaat van 50°C werd gebracht, de 
epidermis gemakkelijk kon verwijderd worden van de dermis. Warm water (60°C) wordt echter 
meer frequent gebruikt voor de scheiding omwille van de betere temperatuurscontrole die 
aanleiding geeft tot meer reproduceerbare resultaten [Scheuplein R.J., 1965; Bronaugh R.L., 
1981]. Warmteseparatie van huid is echter nutteloos voor de bereiding van membranen voor 
absorptiestudies met behaarde huid. De haarschachten blijven immers in de dermis waardoor 
gaten worden gecreëerd in het epidermale membraan als deze van de dermis wordt getrokken. 
Hierdoor kan enkel huid van onbehaarde dieren door warmteseparatie gescheiden worden. 
Afhankelijk van de huidbron (het dier), kan een verschillende blootstellingsduur aan warmte 
vereist zijn voor de scheiding van de huid. Het effect van opwarming op de levensvatbaarheid 
van huid is beperkt [Mukhtar H., 1981].  
Het effect van 2 mol·L-1 oplossingen van verschillende anionen en kationen op de scheiding van 
de epidermis werd eveneens onderzocht met menselijke huid [Felsher Z., 1947]. De epidermis 
kan gescheiden worden van de dermis door gebruik van zuren of basen bij pH-waarden die 
zwelling van het collageen veroorzaken. De meest bruikbare anionen zijn: bromide [Bronaugh 
R.L., 1990a; Bronaugh R.L., 1990b], thiocyanaat en jodide, terwijl acetaat-, sulfaat- en 
citraationen niet efficiënt bleken om een afscheiding van de epidermis te veroorzaken. Het 
voordeel van chemische separatie is dat het onder bepaalde omstandigheden efficiënt is voor 
het scheiden van de epidermis bij behaarde dieren. De barrièrefunctie blijft hierbij onveranderd 
omdat gedurende de scheiding de haarschacht uit de dermis komt, maar op zijn plaats blijft in 
de epidermis. Het nadeel van chemische separatie is dat de blootstellingstijd meestal uren 
duurt, zodat de levensvatbaarheid van de huid verloren gaat. Voor varkenshuid werd b.v. 
vastgesteld dat de blootstellingstijd aan een 2 mol·L-1 natriumbromide oplossing diende te 
variëren van 5 tot 24 uur, afhankelijk van het dier en van de anatomische plaats (oor, buik) op 
het dier, waardoor de levensvatbaarheid van de huidmembranen ernstig werd aangetast 
[Bosman I.J., 1996].  
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Voor scheiding van de epidermis en de dermis door incubatie van de huid in enzym-
oplossingen wordt verwezen naar de literatuur [Kitano Y., 1983; Hentzer B., 1978; Omar A., 
1975]. Dergelijke enzymatische scheiding kon in deze doctoraatsstudie niet toegepast worden 
vermits de proteasen ook eventuele chroombevattende eiwitten zouden kunnen splitsen. 
 
7.3.1.3. Varkenshuid als model voor menselijke huid 
[Montagna W., 1964 ; Singh S., 2002; Songkro S., 2003] 
 
De selectie van een dierlijk model voor de uitvoering van in vitro experimenten met huid hangt 
af van een aantal factoren waaronder: beschikbaarheid, kostprijs, hanteerbaarheid en 
anatome/functionele overeenkomsten met de mens. Kleine zoogdieren, zoals konijnen, cavia’s, 
ratten en muizen, worden frequent gebruikt als proefdieren omdat ze goedkoop en gemakkelijk 
hanteerbaar zijn [Gross P.R., 1968; Meyer W., 1978; Scott R.C., 1986]. Ondanks deze 
voordelen, verschillen kleine zoogdieren van de mens op een aantal anatomische en 
fysiologische vlakken. Zo hebben deze zoogdieren een dichte laag lichaamshaar en een dunne 
epidermis en dermis. Vanuit anatomisch en fysiologisch standpunt vertoont varkenshuid veel 
meer overeenkomsten met menselijke huid. Zowel het varken als de mens hebben een dikke 
epidermis [Dick I.P., 1992; Fujii M., 1997]. De dikte van de menselijke epidermis varieert van 50 
tot 120 µm en deze van varkens van 30 tot 140 µm. Vermits bij beide diersoorten de epidermale 
dikte aanzienlijk varieert van plaats tot plaats op het lichaam, vormt de zogenaamde dermale / 
epidermale verhouding [Meyer W., 1978] een betere maatstaf. Deze verhouding varieert van 10 
/ 1 tot 13 / 1 bij het varken en is van dezelfde grootte bij de mens [Vardaxis N.J., 1997]. 
Collageen afkomstig van varkenshuid is biochemisch gelijkaardig aan dat van de mens 
[Heinrich W., 1971]. Niettegenstaande varkenshuid een hoge elasticiteit vertoont in vergelijking 
met andere zoogdieren, is deze nog steeds lager dan bij de mens [Marcarian H.Q., 1966]. De 
grootte, oriëntatie en verdeling van de bloedvaten in de dermis van het varken zijn gelijkaardig 
aan deze voor de bloedvaten van de menselijke huid [Forbes P.D., 1969; Bloch B.F., 1927; 
Gray G.M., 1975; Marcarian H.Q., 1966; Meyer W., 1978; Montagna W., 1964; Monteiro-Riviere 
N.A., 1986; Mortite A.R., 1947; Nicolaides N., 1968]. 
 
In dit onderzoek werd de huid van volwassen varkens (oren) aangewend als model voor 
menselijke huid. De varkensoren van volwassen dieren werden gerecupereerd als afval 
onmiddellijk na het slachten van de dieren (bestemd voor consumptie). De verwerking van de 
varkenshuid na het slachten van het dier gebeurde zo snel mogelijk en tot maximaal 1 uur na 
de dood van het dier. 
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De varkensoren werden gespoeld onder koud stromend water vooraleer de volledige 
huidmembranen werden verwijderd van het onderliggende kraakbeen. Haar werd verwijderd 
zonder de huid te beschadigen en de huidmembranen werden bewaard in de diepvries (- 20°C) 
tot verder gebruik (niet langer dan 2 maanden) [Chilcott R.P., 2001; Qvist M.H., 2000]. Voor 
gebruik, werden de bevroren volledige huidmembranen ontdooid bij kamertemperatuur. 
Permeatie-experimenten werden uitgevoerd met ‘split-thickness’ huid die bekomen werd door 
gebruik van een manuele dermatoom ingesteld op 600 µm (Silver Dermatoom, Aesculap, H. 
Nootens, Brussel, België). Gebruik van geïsoleerde epidermale membranen was niet 
aanbevolen omwille van het risico om de huidbarrière te beschadigen door introductie van 
kleine poriën en perforatie bij de haarfollikels tijdens het scheidingsproces van de epidermis en 
de dermis.     
 
Ook menselijke huidmembranen werden ingezet bij de in vitro permeatie-experimenten. 
Menselijke abdominale huid werd toegeleverd door het departement Plastische Heelkunde van 
het Universitair Ziekenhuis Gent. Alle subcutaan vet werd voorzichtig verwijderd van de 
menselijke abdominale huid, waarna het huidoppervlak werd gewassen met milli-Q water. De 
menselijke huidmembranen werden op dezelfde wijze bekomen als beschreven voor de 
varkenshuidmembranen en werden eveneens bewaard bij -20°C tot verder gebruik (en niet 
langer dan twee maanden).  
 
De beperkte variatie van huidbronnen moet hier benadrukt worden: slechts drie verschillende 
varkenshuidbronnen en één menselijke huidbron werden gebruikt in de in vitro experimenten. 
Alleen resultaten verkregen met dezelfde huidbron werden vergeleken. Desalniettemin konden 
enkele besluiten getrokken worden.  
 
7.3.2. Detectielimieten voor chroom met CE-ICP-SF-MS uitgedrukt per 
oppervlakte-eenheid huid 
 
Voor de eenvoud worden hier de LODs voor Cr, bepaald met CE-ICP-SF-MS en uitgedrukt per 
oppervlakte-eenheid huid, getabelleerd (zie § 6.5; Tabel 7.1). Het volume van het receptor-
compartiment van de diffusiecel bedroeg 5 mL en de oppervlakte van de blootgestelde huid in 
de diffusiecel was 0,64 cm2. 
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Tabel 7.1 LODs voor Cr bepaald met CE-ICP-SF-MS en uitgedrukt per oppervlakte-eenheid huid 
Chroomspecies Milieu LOD (µg Cr·cm-2) 
Cr(III) 0,14 mol·L-1 HNO3 0,06 
Cr(III) Artificieel zweet 0,08 
Cr(III) PBS-oplossing 0,09 
Cr(VI) 0,14 mol·L-1 HNO3 0,05 
Cr(VI) Artificieel zweet 0,08 
Cr(VI) PBS-oplossing 0,09 
 
7.3.3.  Resultaten en discussie 
[Van Lierde V., 2006] 
 
Experimenten met zowel waterige oplossingen van chroomverbindingen als oplossingen van 
chroomverbindingen geïncubeerd in artificieel zweet (zie § 6.4.2) werden uitgevoerd. De invloed 
op de in vitro permeatie van chroom door varkenshuid en menselijke huid van (i) de 
oxidatietoestand van het chroomzout, (ii) de concentratie van de chroombevattende 
donoroplossing en (iii) de blootstellingsduur werd onderzocht. Indien in de hiernavolgende tekst 
de concentratie van een oplossing wordt uitgedrukt in %, wordt hiermee telkens het 
massa/volume % (m/V %) bedoeld. 
 
7.3.3.1. Bepaling van chroomspecies in receptorvloeistof m.b.v. CE-ICP-SF-MS 
na in vitro blootstelling van varkenshuid en menselijke huid aan chroom                    
 
Het gebruik van CE-ICP-SF-MS voor de detectie en kwantificatie van chroomspecies in de 
receptorvloeistof heeft als belangrijk voordeel dat slechts microliters vereist zijn voor meerdere 
runs. Dit impliceert dat slechts microliters (maximaal 100 µL) uit het receptorcompartiment 
genomen dienden te worden gedurende de in vitro permeatie-experimenten. Na filtratie werden 
de monsters geïntroduceerd in het CE-ICP-SF-MS-systeem zonder verdere monster-
voorbereiding. Analyse van de monsters met CE-ICP-SF-MS maakt het mogelijk om eventuele 
speciestransformatie ten gevolge van de huidpermeatie vast te stellen. Externe kalibratie werd 
gebruikt voor de kwantificatie van de chroomspecies in de receptorvloeistof waarbij 
chroomstandaarden werden bereid in PBS om voor eventuele matrixeffecten te corrigeren. 
Vermits in een ICP alle moleculen worden afgebroken tot atomen die vervolgens worden 
geïoniseerd, is de gevoeligheid van ICP-MS speciesonafhankelijk, hetgeen gebruik van één 
gemeenschappelijke chroomstandaard voor alle chroomspecies toelaat. Ook matrixeffecten 
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zullen met de CE-ICP-MS set-up minimaal zijn, omdat het CE-effluent (stroomdebiet: 0,1 - 0,9 
µL·min-1) steeds wordt verdund met de make-up vloeistof (zelfde samenstelling van de 
scheidingsbuffer; stroomdebiet: 8 - 12 µL·min-1) en bijgevolg de condities in het ICP nauwelijks 
variëren tijdens het verloop van de elektroforetische scheiding. In alle experimenten waar de 
receptorvloeistof werd onderzocht, werd de methode gebruikt voor de bepaling van Cr(III) en 
Cr(VI) zoals beschreven in hoofdstuk 6 (zie § 6.6.3). 
 
7.3.3.1.1. Invloed van de oxidatietoestand 
 
Tabel 7.2 toont de hoeveelheden chroom die terechtkomen in de receptorvloeistof na 
blootstelling van de huid aan drie verschillende chroomzouten gedurende 168 uur. De op de 
huid toegepaste chroomconcentratie bedroeg telkens 0,034 mol·L-1, hetgeen overeenkomt met 
0,9 % CrCl3·6H2O, 1,36 % Cr(NO3)3·9H2O en 0,5 % K2Cr2O7. Na 168 uur, kon geen chroom 
worden gedetecteerd in de receptorvloeistof na huidblootstelling aan de Cr(III)-houdende 
componenten, CrCl3·6H2O en Cr(NO3)3·9H2O. Na blootstelling van de huid aan Cr(VI) (K2Cr2O7), 
was een detecteerbare hoeveelheid chroom de huid gepasseerd. Hierbij werd geen 
speciestransformatie van Cr2O7
2- geobserveerd. 
 
Tabel 7.2 Hoeveelheid chroom die via het huidmembraan in de receptorvloeistof terecht is gekomen na 
blootstelling van (a) varkenshuid en (b) menselijke huid aan verschillende chroomzouten gedurende 168 
uur 
Donoroplossing 
Chroomzout 
(0,034 mol Cr·L-1) 
(a) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
(b) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
Waterige oplossingen 
CrCl3·6H2O (0,9 %) < 0,09 < 0,09 
Cr(NO3)3·9H2O (1,36 %) < 0,09 < 0,09 
K2Cr2O7 (0,5 %) 0,18 0,17 0,18 
Geïncubeerd in artificieel 
zweet 
CrCl3·6H2O (0,9 %) < 0,09 < 0,09 
Cr(NO3)3·9H2O (1,36 %) < 0,09 < 0,09 
K2Cr2O7 (0,5 %) 0,12 0,13 0,10 
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Uit deze resultaten blijkt dat Cr(VI) in staat is om door de huidbarrière te diffunderen als occlusie 
wordt gesimuleerd en dus dat de biobeschikbaarheid van Cr(VI) duidelijk verschillend is van 
deze van Cr(III). De conclusie dat Cr(VI) gemakkelijker de huidbarrière kan passeren dan Cr(III), 
is in overeenstemming met de in vitro permeatie-experimenten uitgevoerd met menselijke huid 
door Gammelgaard et al. [Gammelgaard B., 1992]. Meer opmerkingen hieromtrent worden 
verder in de tekst gemaakt (zie § 7.3.3.2.1).  
 
In artificieel zweet is chroom aanwezig onder de vorm van verschillende species [Van Lierde V., 
2005]. Uit Tabel 7.2 kan worden afgeleid dat van deze chroomspecies alleen Cr(VI) het huid-
membraan blijkt te passeren of m.a.w. de LOD laat niet toe om eventuele permeatie van andere 
chroomspecies aanwezig in artificieel zweet te observeren. Ter illustratie geeft Figuur 7.4 het 
elektroferogram weer van de receptorvloeistof geanalyseerd met CE-ICP-SF-MS onder de 
condities beschreven in Tabel 6.6 waarbij 0,5 % K2Cr2O7 (geïncubeerd in artificieel zweet) op 
varkenshuid werd gebracht (blootstelling gedurende 168 uur). 
 
 
 
Figuur 7.4 Elektroferogram van de receptorvloeistof geanalyseerd met CE-ICP-SF-MS na blootstelling 
van varkenshuid gedurende 168 uur aan 0,5 % K2Cr2O7 (geïncubeerd in artificieel zweet) 
  
7. Gebruik van CE-ICP-SF-MS voor in vitro permeatiestudies met chroom: een verkennend 
onderzoek 
185 
7.3.3.1.2. Invloed van de concentratie 
 
Uit Tabel 7.2 kon afgeleid worden dat slechts een detecteerbare hoeveelheid chroom in de 
receptorvloeistof kon worden aangetroffen na blootstelling van de huid aan K2Cr2O7. Daarom 
werden uitsluitend K2Cr2O7-oplossingen toegepast op de huid om het effect van de 
chroomconcentratie in de donoroplossing op de in vitro permeatie van chroom te evalueren. 
Indien chroom werd gedetecteerd in de receptorvloeistof, werd deze steeds geïdentificeerd (op 
basis van de migratietijd) als dichromaat. 
 
De hoeveelheid chroom in de receptorvloeistof na blootstelling van (a) varkenshuid en (b) 
menselijke huid aan verschillende concentraties K2Cr2O7
 gedurende 168 uur is weergegeven in 
Tabel 7.3. Figuur 7.5 geeft een grafische voorstelling van de in Tabel 7.3 vermelde gegevens.  
 
Tabel 7.3 Hoeveelheid chroom die via het huidmembraan in de receptorvloeistof terecht is gekomen na 
blootstelling van (a) varkenshuid en (b) menselijke huid aan verschillende concentraties K2Cr2O7 
gedurende 168 uur 
Donoroplossing 
Concentratie K2Cr2O7 
(%) 
(a) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
(b) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
Waterige oplossingen 
0,25 < 0,09 < 0,09 
0,5 0,18 0,17 0,18 
1,0 0,19 0,21 0,20 
2,5 0,21 0,23 0,23 
5,0 0,24 0,25 0,25 
Geïncubeerd in artificieel 
zweet 
0,25 < 0,09 < 0,09 
0,5 0,12 0,13  0,10 
1,0 0,15 0,15  0,12 
2,5 0,16 0,17  0,15 
5,0 0,17 0,20 0,16 
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Figuur 7.5 (zie Tabel 7.3) Grafische voorstelling van de hoeveelheid chroom die via het huidmembraan in 
de receptorvloeistof terecht is gekomen na blootstelling van varkenshuid en menselijke huid aan 
verschillende concentraties K2Cr2O7 gedurende 168 uur  
 
Na blootstelling van de huid aan een donoroplossing met 0,25 % K2Cr2O7 kon na 168 uur geen 
chroom in de receptorvloeistof worden gedetecteerd. Vanaf een concentratie van 0,5 % K2Cr2O7 
toegepast op de huid, werd een dichromaatpiek geobserveerd. Nochtans resulteert een 
toename van de Cr(VI)-concentratie in de donoroplossing niet in een proportionele stijging van 
de hoeveelheid Cr(VI) in de receptorvloeistof. Vergelijking van de kwantitatieve resultaten gaf 
aan dat minder chroom in staat was om de huid te passeren indien het aanwezig was in 
artificieel zweet dan in het geval van waterige chroombevattende donoroplossingen. Dit kan 
mogelijk verklaard worden door de capaciteit van zweet om Cr(VI) gedeeltelijk te reduceren tot 
Cr(III) [Van Lierde V., 2005], waarvan werd aangetoond dat het veel moeilijker de huid passeert 
dan Cr(VI) of misschien zelfs de huid helemaal niet passeert (zie Tabel 7.2). Bovendien bestaat 
de mogelijkheid dat chroomspecies die gevormd zijn gedurende de incubatie van artificieel 
zweet met chroom [Van Lierde V., 2005], niet in staat zijn om doorheen de huid te diffunderen 
en aldus niet in de receptorvloeistof kunnen gedetecteerd worden. Uiteindelijk blijft slechts een 
geringere fractie ongebonden Cr(VI) over die door de huid kan dringen en in de receptor-
vloeistof kan gedetecteerd worden. 
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7.3.3.1.3. Invloed van de blootstellingsduur 
 
Tabel 7.4 toont de hoeveelheid chroom die terecht komt in de receptorvloeistof na blootstelling 
van (a) varkenshuid en (b) menselijke huid aan (i) 0,5 % K2Cr2O7 in water en (ii) 1,0 % K2Cr2O7 
in artificieel zweet na verschillende blootstellingstijden. Hiervoor werd dagelijks, gedurende 7 
dagen, via de monsterarm van de diffusiecel een 100 µL van de vloeistof uit het 
receptorcompartiment genomen (en telkens vervangen met verse PBS-oplossing). Indien 
chroom werd gedetecteerd in de receptorvloeistof, werd deze steeds geïdentificeerd (op basis 
van de migratietijd) als dichromaat. Figuur 7.6 geeft een grafische voorstelling van de in Tabel 
7.4 vermelde gegevens. 
 
Tabel 7.4 Hoeveelheid chroom die via het huidmembraan in receptorvloeistof terecht is gekomen in 
functie van de blootstellingsduur na blootstelling van (a) varkenshuid en (b) menselijke huid aan (i) 0,5 % 
K2Cr2O7 en (ii) 1,0 % K2Cr2O7 
Donoroplossing 
Blootstellingstijd             
(uren) 
(a) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
(b) 
Receptorvloeistof 
(µg doorgelaten Cr·cm-2) 
Waterige oplossingen (i) 
24 < 0,09 < 0,09 
48 < 0,09 < 0,09 
72 0,10 0,11 < 0,09 
96 0,12 0,13 0,14 
120 0,14 0,15 0,15 
144 0,15 0,16 0,17 
168 0,18 0,17 0,18 
Geïncubeerd in artificieel 
zweet (ii) 
24 < 0,09 < 0,09 
48 < 0,09 < 0,09 
72 < 0,09 < 0,09 
96 0,09 0,10 0,09 
120 0,11 0,12 0,11 
144 0,13 0,14 0,12 
168 0,15 0,15 0,12 
 
7. Gebruik van CE-ICP-SF-MS voor in vitro permeatiestudies met chroom: een verkennend 
onderzoek 
188 
 
 
Figuur 7.6 (zie Tabel 7.4) Grafische voorstelling van de hoeveelheid chroom die via het huidmembraan in 
de receptorvloeistof terecht is gekomen na blootstelling van varkenshuid en menselijke huid aan 0,5 % 
K2Cr2O7 (in water) en 1,0 % K2Cr2O7 (geïncubeerd in artificieel zweet) 
 
Uit Tabel 7.4 kon een toename van het chroomtransport doorheen de huid in functie van de 
blootstellingsduur worden vastgesteld, hetgeen resulteerde in detecteerbare hoeveelheden 
chroom in de receptorvloeistof vanaf een blootstellingsduur van 72 uur voor waterige 
chroombevattende donoroplossingen (bij varkenshuid) en vanaf 96 uur voor (i) chroom-
bevattende donoroplossingen in artificieel zweet (bij varkenshuid en menselijke huid) en (ii) 
waterige chroombevattende donoroplossingen (bij menselijke huid). 
 
Vergelijking van de kwantitatieve resultaten gaf aan dat gedurende het volledige experiment 
meer chroom kon worden geobserveerd in de receptorvloeistof in het geval van waterige 
chroombevattende donoroplossingen dan in het geval van met chroom geïncubeerd artificieel 
zweet als donoroplossing. 
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7.3.3.2. Bepaling van totaal chroom in varkenshuid en menselijke huid m.b.v. 
microgolfgeassisteerde zure digestie - PN-ICP-SF-MS na in vitro 
blootstelling van huid aan chroom 
 
Na afloop van de experimenten beschreven onder § 7.3.3.1 werd de huid telkens overvloedig 
gespoeld met milli-Q water en vervolgens bewaard bij -20°C tot verdere analyse. De totale 
hoeveelheid chroom die door de huid werd geabsorbeerd (of achterbleef in de huid) werd 
kwantitatief bepaald m.b.v. ICP-SF-MS met het standaard monsterintroductiesysteem 
(pneumatische verstuiving, PN) na microgolfgeassisteerde zure digestie van de huid. Na drogen 
van de huid (bij 30°C gedurende 24 uur) werd de huid afgewogen (tussen 0,5 en 1 g) en werd 6 
mL 65 % HNO3 en 1 mL 30 % H2O2 toegevoegd. Hetzelfde temperatuurprogramma als voor de 
digestie van leder werd aangewend (zie Tabel 6.1). De destruaten werden vervolgens verder 
verdund met milli-Q water alvorens ze werden geanalyseerd met PN-ICP-SF-MS. Kwantificatie 
werd uitgevoerd m.b.v. externe kalibratie waarbij gebruik werd gemaakt van een waterige 
chroomstandaard. Cobalt (finale concentratie: 50 µg⋅L-1) werd toegevoegd als inwendige 
standaard om te corrigeren voor eventuele matrixeffecten, instrumentinstabiliteit of signaaldrift. 
 
7.3.3.2.1. Invloed van de oxidatietoestand 
 
Tabel 7.5 toont de hoeveelheid chroom die werd teruggevonden in varkenshuid en menselijke 
huid na blootstelling van de huid aan 3 verschillende chroomzouten. Detecteerbare hoeveel-
heden chroom in de huid werden teruggevonden na blootstelling van de huid aan alle 
toegepaste chroomzouten. De resultaten tonen echter een grotere accumulatie van chroom in 
de huid na blootstelling van de huid aan Cr(VI). 
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Tabel 7.5 Hoeveelheid chroom geaccumuleerd in (a) varkenshuid en (b) menselijke huid na blootstelling 
van de huid aan verschillende chroomzouten gedurende 168 uur 
Donoroplossing 
Chroomzout 
(0,034 mol·L-1Cr) 
(a) 
(µg Cr·cm-2) 
(b) 
(µg Cr·cm-2) 
Waterige oplossingen 
CrCl3·6H2O (0,9 %) 2,0 2,4 12,4 
Cr(NO3)3·9H2O (1,36 %) 4,4 6,2 15,3 
K2Cr2O7 (0,5 %) 103 115 121 
Geïncubeerd in artificieel 
zweet 
CrCl3·6H2O (0,9 %) 1,1 1,5 2,3 
Cr(NO3)3·9H2O (1,36 %) 2,3 3,9 4,3 
K2Cr2O7 (0,5 %) 73 91 87 
 
Deze resultaten zijn in overeenstemming met deze uit eerdere in vitro permeatie-experimenten 
die in de literatuur werden beschreven [Samitz M.H., 1967; Mali J.W.H., 1963; Wahlberg J.E., 
1965; Spruit D., 1966]. De resultaten mogen evenwel niet rechtstreeks vergeleken worden 
vermits verschillende huidbronnen en verschillende blootstellingstijden werden aangewend.  
 
Voor varkenshuid werd op basis van een tweezijdige t-toets (95 % confidentieniveau) van 
genormaliseerde waarden geconcludeerd dat significant minder chroom in de huid wordt 
gebonden wanneer artificieel zweet wordt gebruikt als vehiculum van de donoroplossing in 
vergelijking met water als vehiculum. Het verschil bedraagt ongeveer de helft. Voor Cr(III) kan 
dit mogelijk verklaard worden door de vorming van een aantal chroomspecies [Van Lierde V., 
2005] waarvoor blijkbaar (i) passage door en (ii) binding aan de huid, niet kon worden 
aangetoond. Voor Cr(VI) kan dit waarschijnlijk op dezelfde wijze verklaard worden als voor 
Cr(III) vermits een fractie van Cr(VI) gereduceerd wordt tot Cr(III), waarna dezelfde Cr(III)-
species gevormd worden als bij de incubatie van artificieel zweet met Cr(III) [Van Lierde V., 
2005]. 
 
Niettegenstaande de sterkere binding van Cr(III) aan huidproteïnen [Mali J.W.H., 1963], is de 
hoeveelheid chroom die teruggevonden wordt in de huid na blootstelling aan Cr(III)-
componenten lager dan na blootstelling aan Cr(VI). Bijgevolg is de schijnbaar kleinere 
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permeatie van Cr(III) door de huid (zie Tabel 7.2) wellicht te wijten aan het feit dat Cr(III) in 
grotere mate wordt tegengehouden door de huidbarrière [Gammelgaard B., 1992]. 
 
7.3.3.2.2. Invloed van de concentratie 
 
Tabel 7.6 toont de hoeveelheid chroom geaccumuleerd in (a) varkenshuid en (b) menselijke 
huid na blootstelling van de huid aan verschillende concentraties CrCl3·6H2O en K2Cr2O7 
gedurende 168 uur. 
 
Tabel 7.6 Hoeveelheid chroom geaccumuleerd in (a) varkenshuid en (b) menselijke huid na blootstelling 
van de huid aan verschillende concentraties CrCl3·6H2O en K2Cr2O7 gedurende 168 uur 
Donoroplossing 
Chroomzout 
 
Toegepaste 
concentratie (%) 
(a) 
(µg Cr·cm-2 ) 
(b) 
(µg Cr·cm-2) 
Waterige 
oplossingen 
CrCl3·6H2O 0,9 (0,034 mol·L
-1 Cr) 2,0 2,4 
CrCl3·6H2O 4,5 (0,17 mol·L
-1 Cr) 2,1 2,4 
K2Cr2O7 0,5 (0,034 mol·L
-1 Cr) 103 115 121  
K2Cr2O7 2,5 (0,17 mol·L
-1 Cr) 129 137 159 
K2Cr2O7 5,0 (0,34 mol·L
-1 Cr) 126 136 162  
Geïncubeerd in 
artificieel zweet 
CrCl3·6H2O 0,9 (0,034 mol·L
-1 Cr) 1,1 1,5 2,3 
CrCl3·6H2O 4,5 (0,17 mol·L
-1 Cr) 1,5 2,1 4,2 
K2Cr2O7 0,5 (0,034 mol·L
-1 Cr) 73 91 87 
K2Cr2O7 2,5 (0,17 mol·L
-1 Cr) 120 141 95 
K2Cr2O7 5,0 (0,34 mol·L
-1 Cr) 126 144 121 
 
Uit Tabel 7.6 werd afgeleid dat een verhoging van de toegepaste concentratie K2Cr2O7 in de 
donoroplossing (waterige oplossingen) van 0,5 % naar 2,5 % op de huid resulteert in een 
toename (doch niet proportioneel) van de totale chroomconcentratie in de huid. Toepassen van 
een nog hogere concentratie tot 5,0 % K2Cr2O7 resulteerde niet in een aanzienlijke verdere 
toename van de totale chroomconcentratie in de huid.  
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Na blootstelling van de huid aan CrCl3·6H2O was het chroomniveau in de huid van dezelfde 
grootte-orde na toepassen van een 0,9 % of een 4,5 % CrCl3·6H2O-oplossing. Verhoging van 
de Cr(III)-concentratie in de donoroplossing resulteerde bijgevolg niet in een aanzienlijke 
toename van de chroomconcentratie in de huid.  
Een mogelijke verklaring hiervoor is de beperkte bindingscapaciteit van de huid door een 
gelimiteerd aantal chroombindingsplaatsen [Liden S., 1979; Wahlberg J.E., 1965; Wahlberg 
J.E., 1968]. Verdere verhoging van de chroomconcentratie in de oplossing leidt daarom niet tot 
een evenredig hogere concentratie in de huid (limietwaarde). Alvast voor Cr(III) zijn deze 
resultaten trouwens in overeenstemming met gegevens uit de literatuur, waar in vitro 
bindingsstudies met oplosbare huidproteïnen werden uitgevoerd [Samitz M.H., 1969]. Hierbij 
werd geen of weinig verandering geobserveerd in de mate van de binding van chroom uit 
oplossingen van verschillende Cr(III)-concentraties. Bij toenemende chromaatconcentratie in de 
donoroplossing werd echter wel een toenemende chroombinding aan de proteïnen vastgesteld. 
Dit werd hypothetisch verklaard door het bestaan van twee types van chroombindingsplaatsen, 
namelijk een Cr(III)-bindingsplaats en een Cr(VI)-bindingsplaats. Voor de Cr(III)-bindingsplaats 
treedt dan reeds bij lagere concentratie verzadiging op dan voor de Cr(VI)-bindingsplaats. 
 
Indien daarentegen wordt uitgegaan van één en dezelfde bindingsplaats voor Cr(III) en Cr(VI), 
of anders gezegd, indien ervan wordt uitgegaan dat alleen Cr(III) kan binden met de huid - en 
Cr(VI) dus eerst dient te worden gereduceerd tot Cr(III) alvorens binding met de huid mogelijk is 
- dan kan de lagere bindingsaffiniteit van Cr(III) voor de huid niet verklaard worden door een 
verzadiging van de bindingsplaatsen. Immers, dan zou voor een gelijke hoeveelheid (aantal 
mol) Cr(III) of Cr(VI) op de huid gebracht, minder (maximaal evenveel) Cr(VI) dan Cr(III) binden, 
aangezien Cr(VI) eerst gedeeltelijk (volledig) moet gereduceerd worden tot Cr(III) alvorens 
binding met de huid kan plaatsgrijpen. Dit is echter in tegenstelling met de bekomen resultaten 
(Tabel 7.6) waar duidelijk meer Cr(VI) dan Cr(III) in de huid wordt geabsorbeerd. Als wordt 
uitgegaan van slechts één type bindingsplaats, is een mogelijke verklaring te vinden in het feit 
dat Cr(III) meer wordt tegengehouden door de huidbarrière dan Cr(VI) [Gammelgaard B., 1992]. 
 
7.3.3.2.3. Invloed van de blootstellingsduur 
 
Tabel 7.7 toont de hoeveelheid chroom bepaald in varkenshuid na blootstelling van de huid aan 
een 0,5 % K2Cr2O7-oplossing gedurende 48 en 168 uur.  
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Tabel 7.7 Hoeveelheid chroom geaccumuleerd in varkenshuid in functie van de blootstellingsduur na 
blootstelling van de huid aan 0,5 % K2Cr2O7 
Donoroplossing 
Blootstellingstijd                                      
(uren) 
Varkenshuid 
(µg Cr·cm-2) 
Waterige oplossingen  
48 6,5 9,7 
168 103 115 
Geïncubeerd in artificieel zweet  
48 3,1 4,2 
168 73 91 
 
Uit Tabel 7.4 kon reeds een toename van het chroomtransport doorheen de huid in functie van 
de blootstellingsduur worden vastgesteld. Uit Tabel 7.7 kan afgeleid worden dat eveneens een 
accumulatie van chroom in de huid optreedt. 
                                          
De lange blootstellingsduur die vereist was om een detecteerbare hoeveelheid chroom in de 
receptorvloeistof aan te treffen (Tabel 7.4) en de hoge chroomconcentraties die in de huid 
werden teruggevonden (Tabel 7.7), wijzen erop dat binding van chroom in de huid interfereert 
met diffusie van chroom doorheen de huid. De hoeveelheid chroom in de huid en in de 
receptorvloeistof nam toe in functie van de blootstellingsduur. Naarmate het proces van 
chroompermeatie door de huid vordert, stijgt de chroomconcentratie in de huid en zijn 
toenemende hoeveelheden chroom in staat om verder door de huid te dringen tot in de 
receptorvloeistof. 
 
7.3.3.3. Bijdrage van zweet tot de uitlokking van chroomallergie? 
 
Vermits het onbekend is welke chroomspecies verantwoordelijk zijn voor de uitlokking van 
chroomallergie, kan de impact van de aanwezigheid van zweet op het uitlokken van chroom 
contactdermatitis niet volledig begrepen worden. De chroomionen op zich kunnen geen 
immuniteitsreactie uitlokken, maar moeten chemisch gebonden worden aan proteïnen om een 
T-cel respons uit te lokken [Sinigaglia F., 1994]. Cr(VI) wordt gemakkelijker door de huid 
geabsorbeerd en het kan gemakkelijker celmembranen passeren dan Cr(III) [Bradberry S.M., 
1999]. In tegenstelling tot Cr(VI), vertoont Cr(III) een sterkere proteïne-bindingscapaciteit [Rytter 
M., 1982]. Er werd reeds gespeculeerd dat Cr(III) het actuele hapteen is, vermits Cr(VI), na 
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binnengaan van de huidcellen, wordt gereduceerd tot Cr(III) hetgeen op zijn beurt met 
intracellulaire proteïnen bindt met vorming van immunogene complexen [Polàk L., 1974]. Zweet 
kan, vóór contact met de huid, een fractie van Cr(VI) reduceren tot Cr(III) en op zijn beurt kan 
Cr(III) gedeeltelijk complexvorming ondergaan door zweet- en/of ledercomponenten [Van Lierde 
V., 2005]. Beide factoren resulteren in minder overschot aan ongebonden Cr(VI). Het is zeker 
dat de aanwezigheid van zweet een bijdrage levert tot de uitlokking van chroomallergie (meer 
specifiek: lederallergie) door zijn capaciteit om chroom uit leder te extraheren [Samitz M.H., 
1960]. Desondanks blijft het onopgehelderd of zweet op een negatieve of positieve manier 
bijdraagt tot de uitlokking van chroomallergie vermits het onbekend is welke chroom-
oxidatietoestand de hoofdverantwoordelijke is voor de sensitisatie. 
 
7.4. Besluit 
 
Deze studie behandelt het gebruik van CE-ICP-SF-MS voor chroomspeciatie en -kwantificatie in 
in vitro permeatie-experimenten. Het aantal chroomspecies dat werd geobserveerd in de 
experimenten is laag. Desondanks is een scheidingstechniek (b.v. CE) noodzakelijk om het al 
of niet optreden van speciesconversie te onderzoeken. PN-ICP-SF-MS werd gebruikt voor de 
bepaling van de hoeveelheid totaal chroom in varkenshuid en menselijke huid na blootstelling 
van de huid aan chroombevattende oplossingen. 
 
De resultaten bekomen met CE-ICP-SF-MS waren in goede overeenstemming met werk dat 
reeds vroeger werd gepubliceerd, hetgeen wijst op de mogelijkheid om deze techniek toe te 
passen in biomedisch onderzoek. Uit de in vitro permeatie-experimenten was duidelijk dat een 
goede overeenkomst bestond tussen de resultaten verkregen met enerzijds varkenshuid en 
anderzijds menselijke huid. Dit bevestigde nogmaals de geschiktheid van varkenshuid als 
model voor menselijke huid. Het gegeven dat Cr(VI) meer wordt geabsorbeerd door en 
vastgehouden in de huid dan Cr(III) lijkt in tegenspraak met de sterkere affiniteit van Cr(III) voor 
proteïnen, maar kan verklaard worden door een grotere weerhouding van Cr(III) door de 
huidbarrière [Gammelgaard B., 1992]. 
 
Een vergelijking tussen water en artificieel zweet als vehiculum voor de K2Cr2O7-
donoroplossingen werd gemaakt. Hieruit bleek dat hogere chromaatconcentraties vereist waren 
om dezelfde mate van permeatie door de huid te bekomen in het geval van artificieel zweet als 
vehiculum. De verklaring hiervoor is waarschijnlijk te vinden in het gegeven dat zweet een 
fractie van het aanwezige Cr(VI) kan reduceren tot Cr(III) dat, net zoals ook de Cr(III)-species 
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gevormd door daaropvolgende complexatie, in veel mindere mate de huid kan passeren 
(penetreren). 
 
7.5. Suggesties voor verder onderzoek 
 
Niettegenstaande het hier beschreven experimenteel werk de basis legt voor verder onderzoek, 
dient nog een lange weg afgelegd te worden om de chroomspecies die een bijdrage leveren tot 
de uitlokking van chroomallergie te identificeren. 
 
Vermits het mogelijk is dat chroom gebonden wordt met proteïnen en op deze manier door de 
huid wordt getransporteerd, zou het nuttig zijn om een methode te ontwikkelen om deze 
chroombevattende proteïnen intact uit de huid te extraheren. De geëxtraheerde monsters 
kunnen vervolgens met CE-(UV-)ICP-SF-MS geanalyseerd worden. Inschakelen van de on-line 
CE-UV-detector kan voor de detectie van eiwitten zinvol zijn. Na goedkeuring van het locaal 
ethisch comité, kan in eerste instantie huid van (via een epicutane test bewezen) 
chroomallergische personen onderzocht worden als referentie voor het voorkomen van de 
verschillende chroombevattende species. Vervolgens kan huid van chroomallergische patiënten 
(onder normale vorm, dus zonder opwekken van een chroomallergische reactie) onderzocht 
worden en vergeleken met de referentie. Belangrijk hierbij is dat steeds op dezelfde plaats 
wordt gebiopsieerd om topografische variabiliteit uit te sluiten. Epicutane testen moeten ook 
worden uitgevoerd bij zogenaamde "gezonden" om zeker te zijn dat er geen chroomallergie 
bestaat. Een verschil bij de allergische en niet-allergische persoon wat betreft de aanwezige 
chroomspecies kan wijzen op een verschillend mechanisme bij personen met chroomallergie. 
Dergelijk onderzoek kan een relevante bijdrage leveren tot het inzicht in de oorzaak van 
dergelijke allergieën en bijgevolg ook de preventie ervan. 
 
Om de huid zelf te kunnen onderzoeken op de aanwezigheid van verschillende chroomspecies 
is het echter noodzakelijk om de chroomspecies, waaronder chroombevattende proteïnen, 
intact uit de huid te extraheren. De meeste extractieprocédés die beschreven zijn in de literatuur 
geven echter aanleiding tot denaturatie van de proteïnen. Na extractie van de eventuele 
chroombevattende proteïnen, zou verdere identificatie van deze species het gebruik van 
moleculaire massaspectrometrie, zoals bijvoorbeeld ESI-MS, vereisen.  
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In dit doctoraatswerk werden twee studies beschreven waarin elementspeciatie door middel van 
capillaire elektroforese (CE) gekoppeld aan inductief gekoppeld plasma - sector veld - 
massaspectrometrie (ICP-SF-MS) centraal staat.  
 
Een eerste luik van het experimenteel werk omvatte de ontwikkeling van een methode voor de 
stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan het Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-
lactamase eiwit met behulp van CE-ICP-SF-MS.  
 
Een tweede luik van het experimenteel onderzoek bestond uit een evaluatie van de 
mogelijkheden van CE-ICP-MS voor chroomspeciatie. In een eerste fase werd CE-ICP-SF-MS 
ingezet voor de detectie van chroomspecies in artificieel zweet na incubatie van het zweet 
enerzijds met oplossingen van Cr(III)- en Cr(VI)-verbindingen en anderzijds met leder. 
Vervolgens werd ook de in vitro permeatie van chroom door varkenshuid en menselijke huid 
met deze instrumentatie onderzocht. 
 
Deel 1: Stoichiometrische bepaling van Zn gebonden aan Aeromonas 
hydrophila Zn beta-lactamase 
 
De biologische activiteit en de conformatie van sommige eiwitten wordt bepaald door de 
aanwezigheid van metalen. Vooral bij enzymen die instaan voor het laten doorgaan van 
redoxreacties spelen metaalionen dikwijls een belangrijke rol. De stoichiometrische verhouding 
metaal / eiwit is hierbij dikwijls niet (voldoende nauwkeurig) gekend. Nochtans kan deze 
informatie in belangrijke mate bijdragen tot kennis betreffende de rol van het gebonden metaal 
in het werkingsmechanisme van het enzym. Tot nu toe wordt vooral dialyse gebruikt om de 
metalloproteïne te scheiden van vrij metaal. Om de stoichiometrische verhouding metaal / eiwit 
te bepalen wordt daarna het aan het eiwit gebonden metaal off-line bepaald d.m.v. een 
elementspecifieke techniek (b.v. ICP-MS) en de hoeveelheid eiwit, eveneens off-line, via UV-
detectie, hetgeen de analyseduur vrij lang maakt. Bij dialyse wordt gebruik gemaakt van een 
semi-permeabel membraan met gekende poriëngrootte, zodat vrije metaalionen doorheen dit 
membraan kunnen diffunderen terwijl het eiwit achterblijft. Het dialyseprocédé houdt echter een 
risico in op verlies van het proteïnegebonden metaal aangezien het evenwicht, afhankelijk van 
de bindingsconstante, door het vernieuwen van het dialysaat kan verschuiven. Bovendien blijft 
altijd een kleine hoeveelheid vrij metaal achter in de eiwitoplossing. In dit onderzoek werd de 
inzetbaarheid van capillaire elektroforese (CE), on-line gekoppeld met ICP-MS, voor dit soort 
toepassingen nagegaan.  
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Een concreet voorbeeld van dergelijke metaalhoudende eiwitten is de groep van de metallo 
beta-lactamasen. Metallo beta-lactamasen komen in toenemende mate voor in pathogene 
bacteriën en doen het therapeutische effect van een antibioticabehandeling teniet. Bijgevolg 
vormen de metallo beta-lactamasen een interessant en belangrijk onderzoeksonderwerp. Ze 
hebben een klinisch belang omwille van hun mogelijkheid om bijna alle ‘derde generatie’ 
penicillines, ook wel de carbapenemen genoemd, te hydrolyseren. De carbapenemen vormen 
de groep van antibiotica die massaal ingezet wordt omdat ze veel trager of helemaal niet 
gehydrolyseerd worden door de grote groep van de serine beta-lactamasen. Het Aeromonas 
hydrophila CphA Zn beta-lactamase bevat Zn2+ en beschermt de bacterie tegen de letale 
effecten van bepaalde types antibiotica (de zogenaamde penicilline-achtige antibiotica of beta-
lactam antibiotica) door hydrolyse van de beta-lactam amidebinding. Op die manier wordt het 
voor het antibioticum onmogelijk om te binden met zijn targetproteïnen, zijnde de enzymen die 
tussenkomen in de biosynthese van bacteriële celwanden. In deze context is het belangrijk om 
exacte informatie te verkrijgen over het mechanisme volgens hetwelk deze metallo beta-
lactamasen werken, inclusief de rol van Zn in het mechanisme. Bovendien is er nog steeds een 
gebrek aan klinisch bruikbare inhibitoren voor de groep van metallo beta-lactamasen. 
 
In dit doctoraatsonderzoek werd het A. hydrophila CphA Zn beta-lactamase gebruikt als proof of 
concept om een methode te ontwikkelen, die toelaat om snel en efficiënt de metalloproteïne te 
scheiden van de vrije metaalionen terwijl bovendien de hoeveelheid gebonden Zn per eiwit-
molecule rechtstreeks kan worden bepaald. Deze kennis kan een basis vormen voor een 
doordachte ontwikkeling van farmaceutische verbindingen die de werking van de beta-
lactamasen tegengaan. Gebruik van CE geeft aanleiding tot een belangrijke reductie van de 
noodzakelijke hoeveelheid monstervoorbereiding in vergelijking met dialyse als scheidings-
techniek.  
 
Ten gevolge van de geringe hoeveelheid metaal (één tot maximaal enkele metaalionen per 
eiwitmolecule) en de geringe hoeveelheid eiwit die soms beschikbaar is, is hierbij een uiterst 
gevoelige detectiemethode vereist. Met detectielimieten in het ng·L-1-gebied beantwoordt ICP-
MS aan deze eis. Recent werd een CE-ICP-MS interface op de markt gebracht die 100 % 
introductie-efficiëntie biedt en waarbij het hoge resolutievermogen van CE niet verstoord wordt 
door suctie-effecten. Een grondige evaluatie van deze commerciële CE-ICP-MS interface, 
inzake stabiliteit, robuustheid, herhaalbaarheid en invloed van het dragergasdebiet op de 
migratietijd van de gescheiden componenten, werd uitgevoerd. Om de stoichiometrische 
verhouding metaal / eiwit te kennen, dient tevens de hoeveelheid eiwit (het aantal 
eiwitmoleculen) die de kolom verlaat in de betreffende elektroforetische piek, te worden 
bepaald. Simultane bepaling m.b.v. ICP-MS zelf werd verwezenlijkt via S-bepaling. Immers, 
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indien de aminozuursequentie van de doeleiwitten gekend is, dan kan het S-gehalte als maat 
voor het aantal eiwitmoleculen worden gebruikt. Dit is mogelijk omdat slechts twee S-houdende 
aminozuren - cysteïne en methionine - in de eiwitmolecule kunnen voorkomen en hun aantal 
nauwkeurig is gekend. Omwille van de optredende spectrale interferenties (spectrale overlap 
van het signaal van 16O2
+ op 32S+ enerzijds en van 32S2
+ en 32S16O2
+ op 64Zn+ anderzijds) diende 
gebruik te worden gemaakt van een ICP-sector veld massaspectrometer (ICP-SF-MS) die 
toeliet om bij hogere massaresolutie (R = 3000) te werken waarbij geen spectrale overlap meer 
optreedt.  
 
De grootste uitdaging was het vinden van een geschikt CE-buffersysteem voor de scheiding 
van de metalloproteïne van het vrije Zn2+, zodat gebruik kon worden gemaakt van bare fused 
silica capillairen, in plaats van gecoate capillairen. Het gebruik van bare fused silica capillairen 
heeft immers meerdere voordelen zoals eenvoud, lage kostprijs en lange levensduur, maar is 
niet evident vermits proteïnen door de aanwezigheid van zowel positieve als negatieve ladingen 
in een groot pH-gebied adsorberen aan de wand van het fused silica capillair, wat meestal 
resulteert in sterk gedeformeerde pieken of zelfs in volledige retentie van het eiwit. Het 
buffersysteem diende dan ook zodanig gekozen te worden dat (i) het A. hydrophila Zn beta-
lactamase niet werd geadsorbeerd aan de silicawand en (ii) dat het gebonden Zn niet 
verwijderd werd van het enzym. Bovendien was een korte analysetijd gewenst om het risico op 
verschuiving van het evenwicht tussen het proteïnegebonden en het vrije Zn gedurende de 
elektroforetische scheiding zoveel mogelijk uit te sluiten. Externe kalibratie werd aangewend om 
de elektroforetische pieken te kwantificeren, waarbij albumine gebruikt werd als S-standaard en 
ZnCl2 als Zn-standaard. Om de oplosbaarheid van het eiwit zo hoog mogelijk te houden, werd 
de pH van het buffersysteem zo ver mogelijk van het isoëlektrische punt (theoretische pI-
waarde van A. hydrophila Zn beta-lactamase: 7,25) van het eiwit gebracht. Vermits het A. 
hydrophila Zn beta-lactamase slechts stabiel is binnen een pH-gebied van 6,5 - 8,5 was het 
aangewezen om de pH van de buffer zo dicht mogelijk bij de pH-stabiliteitsgrenzen van het eiwit 
te kiezen. Bovendien waren de onderzochte buffers beperkt tot deze die geen S bevatten.  
 
In eerste instantie werden Tris (pKa = 8,30) en natriumboraat (boorzuur: pKa = 9,24) als 
potentiële CE-buffers geselecteerd, bij een pH van 8,3. De ionensterkte van deze buffers kon 
opgedreven worden zonder drastische verhoging van de elektrische stroom binnenin het 
capillair, vermits beide een lage mobiliteit vertonen. Bij een lage concentratie (50 mmol·L-1) van 
zowel de natriumboraatbuffer als de Trisbuffer werd het Zn beta-lactamase echter volledig 
weerhouden in het capillair t.g.v. ionaire interacties tussen de silicawand en de metalloproteïne. 
Een toenemende ionensterkte van de buffer reduceert de ionaire interacties waardoor de 
component niet meer volledig weerhouden werd in het capillair, maar sterke piekdeformatie trad 
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op, zelfs bij een concentratie van 500 mmol·L-1 natriumboraat- of Trisbuffer. Het gebruik van 
bufferadditieven die de ionaire interacties tussen de negatief geladen silicawand van het 
capillair en het eiwit reduceren drong zich op. Uit literatuurstudie was gebleken dat het 
natriumzout van inositol-hexafosforzuur, beter bekend als natriumzout van fytinezuur of 
natriumfytaat, als additief nuttig is voor de CE-scheiding van peptiden en proteïnen. Fytinezuur 
(fytic acid) bevat zes fosfaatgroepen met pKa-waarden tussen 1,9 en 9,5 en heeft dus een 
polyanionisch karakter over een breed pH-gebied. Toevoegen van kleine hoeveelheden van 
natriumfytaat aan de scheidingsbuffer leidde tot een verhoogde efficiëntie te wijten aan een 
ionpaarmechanisme tussen dit polyanion en de positieve ladingen van het eiwit waardoor een 
significante reductie van eiwitadsorptie aan de capillaire wand werd verkregen. Er werd 
geopteerd voor een combinatie tussen een monoprotische buffer (natriumboraat of Tris) en 
natriumfytaat omdat dergelijke combinatie aanleiding geeft tot de hoogste efficiëntie. Het 
toevoegen van 50 mmol·L-1 natriumfytaat aan deze buffers resulteerde in een relatief weinig 
gedeformeerde piek. De absolute concentraties van de hoofdcomponent (natriumboraat of Tris) 
enerzijds en van natriumfytaat anderzijds bleken een grote invloed te hebben op de piekvorm 
en op de ontwikkelde stroom binnenin het CE-capillair. Optimalisatie van de verhouding 
natriumboraat/natriumfytaat en Tris/natriumfytaat gaf aanleiding tot scherpe eiwitpiekvormen 
maar eveneens tot een lange analysetijd (meer dan 20 min) als gevolg van de negatieve lading 
op het eiwit. Om de analysetijd te reduceren werd ervoor geopteerd om geen natriumfytaat toe 
te voegen aan het buffersysteem en de pH van het buffersysteem te verlagen. Omwille van de 
beperkte stabiliteit van het enzym werd de pH gereduceerd tot 6,75. Op basis van hun pKa-
waarde werden bis-Trispropaan (pKa1 = 6,8 en pKa2 = 9,0) en bis-Tris (pKa = 6,5) geselecteerd 
als potentiële buffers. Met een buffer van 25 mmol·L-1 bis-Trispropaan (pH = 6,75) was de 
aangelegde spanning beperkt tot +20 kV omdat de stroom binnenin het capillair anders 60 µA 
overschreed. De migratietijd van het A. hydrophila Zn beta-lactamase in het CE-ICP-MS 
elektroferogram was echter nog steeds ongeveer 20 min. Met een scheidingsbuffer van 25 
mmol·L-1 bis-Tris (pH = 6,75) kon een spanningsverschil van +30 kV worden aangelegd terwijl 
de ontwikkelde elektrische stroom binnenin het CE-capillair niet hoger was dan 20 µA. 
Niettegenstaande een migratietijd voor het eiwit van minder dan 10 min werd verkregen, 
resulteerde gebruik van deze buffer in een gedeformeerde eiwitpiek als gevolg van adsorptie 
van het eiwit aan de silicawand. Om adsorptie te vermijden werd de concentratie van de bis-Tris 
buffer verhoogd. Uiteindelijk werd een bis-Tris buffersysteem (75 mmol·L-1, pH = 6,75) 
geselecteerd dat ons toeliet om in een analysetijd van ongeveer 10 minuten de metalloproteïne 
te scheiden van vrije metaalionen zonder toevoegen van additieven aan het elektrolyt.    
Scheidingsparameters zoals preconditionering van het capillair en introductievolume werden, 
evenals de meetcondities van de detector (ICP-MS), zorgvuldig geoptimaliseerd. Een 
stoichiometrische verhouding Zn / eiwit van 1 / 1 werd verkregen aangezien op dit ogenblik 
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slechts één van de twee Zn-bindingszijden bezet was. Om de methode te testen werd het eiwit 
vervolgens geïncubeerd met een overmaat Zn zodat beide bindingszijden bezet werden en 
bovendien een overmaat vrij Zn aanwezig was. De geoptimaliseerde methode werd toegepast 
en een stoichiometrische verhouding Zn / eiwit van 2 / 1 werd bepaald terwijl een duidelijke 
scheiding tussen het proteïnegebonden en het vrije Zn werd bekomen. Ondanks het feit dat 
voor de bepaling van de stoichiometrische verhouding Zn / eiwit, 100 % opbrengst van het eiwit 
niet noodzakelijk is, toonden recoverytesten aan dat er nauwelijks verlies was van proteïne in 
het capillair. De CE-ICP-MS-methode die werd ontwikkeld kan nu uitgebreid worden naar 
andere metalloproteïnen, waarvan de primaire structuur (en dus de S-inhoud) gekend is.   
 
Deel 2: Totaal chroombepaling en chroomspeciatie m.b.v. (CE-)ICP-
SF-MS 
 
Chroomspeciatie in artificieel zweet 
 
Dit deel van het onderzoek werd toegespitst op chroomallergie, voornamelijk veroorzaakt door 
contact van de huid met leder. De aanwezigheid van chroom in chroomgelooid leder 
vertegenwoordigt een aanzienlijk gezondheidsprobleem vermits het aanleiding kan geven tot 
chronische allergische contactdermatitis. Alleen tri- en hexavalente chroomcomponenten 
worden beschouwd als potentiële haptenen en kunnen bijgevolg allergie veroorzaken, vermits 
alle andere chroomzouten onstabiel zijn.  
 
Leerlooien is het proces waarbij de ruwe dierenhuid wordt omgezet in leder. Deze dierenhuid 
heeft de mogelijkheid om looistoffen te absorberen, wat ervoor zorgt dat het leder niet bederft, 
resistentie tegen vocht ontwikkelt en bovendien soepel en duurzaam wordt. Chroomgelooid 
leder heeft de eigenschap soepeler en zachter te zijn dan plantaardig gelooid leder en 
bovendien heeft het een hogere thermische stabiliteit, is het zeer stabiel in water en neemt de 
productie ervan minder tijd in beslag. Chroomlooien is tegenwoordig dan ook de belangrijkste 
oorzaak voor lederallergie. Niettegenstaande uitsluitend Cr(III), onder de vorm van chroom-
sulfaat, gebruikt wordt bij het looien van leder, kan eveneens Cr(VI) aanwezig zijn in het leder 
als gevolg van oxidatie van Cr(III) tijdens het looiproces. Hoewel contactallergie aan Cr(III) 
reeds werd aangetoond, wordt Cr(VI) beschouwd als het belangrijkste hapteen en vormt een 
welbekend contactallergeen, die in staat is om reeds bij zeer lage concentraties dermatitis uit te 
lokken. 
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In een eerste fase werd leder onderzocht op de aanwezigheid van chroom. Vermits sommige 
chroomallergische patiënten nog steeds positief reageren op zogenaamde alternatieve leders 
(chroomarm of chroomvrij), stelde zich de vraag of de huidreactie door andere allergenen wordt 
veroorzaakt of dat nog steeds chroomzouten aanwezig zijn. Verschillende lederstalen werden 
onderzocht na microgolfgeassisteerde zure digestie. De totale chroomconcentratie werd 
bepaald m.b.v. PN-ICP-SF-MS. Werken bij een verhoogde massaresolutie (R = 3000) van de 
ICP-massaspectrometer was noodzakelijk omwille van de spectrale overlap van de Cr+- en 
ArC+-signalen. Hieruit bleek dat duidelijk onderscheid kan gemaakt worden tussen 
chroomgelooide leders die ongeveer 2 à 3 % chroom bevatten, en ‘chroomvrij’ gelooide leders 
die minder dan 0,001 % chroom kunnen bevatten. Toch werd soms in chroomvrij gelooide 
leders nog een aanzienlijke hoeveelheid chroom aangetroffen, waarschijnlijk tengevolge van de 
verf die gebruikt werd bij het kleuren van het leder.  
 
Uiteraard speelt de biobeschikbaarheid van het in het leder aanwezige chroom een belangrijke 
rol bij het uitlokken van een chroomallergische reactie. Om te onderzoeken of een individu lijdt 
aan chroomallergie, worden in de praktijk extracten van leders gemaakt waarvan een druppel 
gebruikt wordt in zogenaamde patch-testen. Deze extracten worden gemaakt met ethanol als 
extractiemiddel omdat dit voor de meeste patiënten niet huidirriterend is. De vraag stelde zich of 
zweet een rol speelt in het al dan niet optreden van een allergische reactie. Er was immers 
vastgesteld dat voornamelijk patiënten met zweetvoeten lijden aan schoendermatitis. Zweet kan 
mogelijk het transport van chroom van het leder naar de huid vergemakkelijken. Om de bijdrage 
van zweet tot het ontstaan van chroomallergie te onderzoeken, werd chroom uit leder geloogd 
met behulp van artificieel zweet. Een vergelijking werd gemaakt tussen het gebruik van ethanol 
en artificieel zweet als extractiemiddel voor chroom uit leder. Hieruit bleek dat zweet een beter 
extractiemiddel voor chroom is dan ethanol. De bijdrage van zweet tot het uitlokken van een 
chroomallergische reactie mag in eerste instantie dan ook als aanzienlijk worden beschouwd.   
 
In een volgende fase van het onderzoek werd artificieel zweet (5 g·L-1 NaCl, 1 g·L-1 ureum, 1 
g·L-1 melkzuur, 1 g·L-1 methionine, 1 g·L-1 alanine, 1 g·L-1 serine, 1 g·L-1 glycine, 1 g·L-1 threonine; 
pH = 5,5) geïncubeerd met chroom en werd nagegaan of tijdens de incubatieperiode andere 
chroomspecies werden gevormd. Om deze chroomspecies te detecteren werd CE-ICP-SF-MS 
ingezet. Simultane detectie van Cr3+ en chromaat is in de praktijk mogelijk door toepassen van 
een pre-run derivatisatie van Cr3+ met een aminopolycarbonzuur zoals EDTA of DTPA. Op deze 
wijze wordt het Cr3+ omgezet tot een negatief geladen complex. Indien vervolgens een 
kationisch surfactans aan de CE-scheidingsbuffer (pH = 7,0) wordt toegevoegd, zodat de EOF 
omgekeerd wordt, kan een CE-anionenscheiding toegepast worden voor de simultane detectie 
van de chroomspecies. Er werd echter vastgesteld dat toepassen van de derivatisatie op 
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(di)chromaat, speciestransformatie tot gevolg had. Het Cr(VI) werd immers gedeeltelijk 
gereduceerd tot Cr(III), waarna complexatie met het aminopolycarbonzuur optrad. Vermits op 
deze wijze Cr(III) en Cr(VI) noch kwalitatief, noch kwantitatief bepaald kunnen worden, werd 
deze werkwijze niet toegepast.  
 
Om een pre-run derivatisatie van Cr3+ te omzeilen en om ervoor te zorgen dat geen interacties 
optraden tussen de silicawand van het capillair en de chroomspecies, diende de EOF volledig 
te worden geëlimineerd. Dit kon op zeer eenvoudige wijze verwezenlijkt worden door te werken 
bij een buffer-pH van 2,5 (50 mmol·L-1 fosfaat). Onder deze omstandigheden zijn de 
silanolgroepen van het fused silica capillair geprotoneerd en dus niet geladen, zodat 
ladingsinteracties worden vermeden.  Uiteraard was het op deze wijze onmogelijk om neutrale 
species te detecteren vermits de EOF volledig is geëlimineerd en bovendien dienden twee 
elektroforetische runs te worden uitgevoerd om zowel de positief als negatief geladen species 
te detecteren. De voordelen van deze methode zijn echter dat geen bufferadditieven of gecoate 
capillairen vereist zijn en dat de monstervoorbereiding drastisch wordt gereduceerd zodat 
eveneens het risico op analietverliezen en/of speciestransformatie beduidend kleiner wordt. Ten 
slotte werd onderzocht of speciestransformatie optrad tijdens het elektroforeseproces t.g.v. de 
CE-scheidingsbuffer-pH van 2,5. Cr(VI) is immers onstabiel in zuur milieu en kan gereduceerd 
worden tot Cr(III). Er kon echter geen speciesomzetting worden vastgesteld tijdens het 
elektroforeseproces. 
 
Artificieel zweet werd in eerste instantie geïncubeerd met oplossingen van Cr(III)- en Cr(VI)-
verbindingen. Na 22 uur bij een constante temperatuur van 37°C en onder constant schudden 
(140 rpm), werd het zweet onderzocht op de aanwezigheid van chroomspecies m.b.v. CE-ICP-
SF-MS. Na incubatie van artificieel zweet met Cr(III) bleek dat zich andere chroomspecies 
hadden gevormd tijdens de incubatieperiode. Om na te gaan welke zweetcomponent(en) bij de 
vorming van deze chroomspecies betrokken zijn, werd een eliminatie-experiment uitgevoerd 
waarbij zeven verschillende oplossingen werden bereid die alle componenten van zweet 
bevatten, behalve één. Op dezelfde wijze als voor zweet, werden deze oplossingen 
geïncubeerd met Cr(III), waarna analyse met CE-ICP-SF-MS werd uitgevoerd. Bij aanleggen 
van een potentiaalverschil van -20 kV over het capillair, konden in geen enkel geval pieken 
worden waargenomen, hetgeen erop wees dat geen negatief geladen species werden gevormd 
tijdens de incubatie en dus ook geen oxidatie van Cr(III) tot Cr(VI) optrad. Bij aanleggen van 
een positief potentiaalverschil van +20 kV over het capillair, werd voor de oplossing waarin 
melkzuur afwezig was, vastgesteld dat beduidend meer ongebonden Cr(III) na de incubatie 
overbleef dan in het geval van zweet. Dit wees erop dat melkzuur waarschijnlijk de belangrijkste 
component is voor de complexatie van Cr3+. Bovendien werden hierbij nog twee bijkomende 
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pieken geobserveerd naast de piek van ongebonden Cr3+, hetgeen aangaf dat melkzuur niet de 
enige component was die tot complexvorming van Cr3+ kon leiden. Na incubatie van artificieel 
zweet met Cr(VI) kon eveneens vastgesteld worden dat zich andere chroomspecies hadden 
gevormd tijdens de incubatieperiode. Op dezelfde wijze als voor de incubatie van zweet met 
Cr(III), werd een eliminatie-experiment uitgevoerd. Bij aanleggen van een potentiaalverschil van 
-20 kV over het capillair, kon slechts één piek worden waargenomen, afkomstig van 
(di)chromaat. Bij aanleggen van een potentiaalverschil van +20 kV over het capillair bleek dat 
bij afwezigheid van melkzuur in de oplossing een duidelijke reductie van de intensiteit van de 
meeste elektroforetische pieken kon worden waargenomen. Opnieuw werd hierbij een piek van 
ongebonden Cr3+ geobserveerd naast twee bijkomende pieken. Eveneens werd vastgesteld dat 
voor de oplossing waarin methionine afwezig was, geen pieken meer werden waargenomen bij 
aanleggen van een potentiaalverschil van +20 kV. Dit wees erop dat methionine een sleutelrol 
vervult bij de reductie van Cr(VI) tot Cr(III). Uit dit experiment kon worden afgeleid dat 
methionine de hoofdverantwoordelijke component is voor de reductie van Cr(VI) tot Cr(III) en 
dat melkzuur de hoofdverantwoordelijke component is voor de complexatie van Cr(III). 
Bijkomende experimenten werden uitgevoerd om de rol van melkzuur en methionine te 
bevestigen.  
 
Vermits lederproducten - zoals lederen (hand)schoenen - dikwijls voor langere perioden 
gedragen worden, werd het effect van de incubatietijd op speciesvorming in artificieel zweet 
onderzocht. Omdat dezelfde species voorkwamen in geval van incubatie van artificieel zweet 
met Cr(VI) of met Cr(III), werd het experiment enkel uitgevoerd voor Cr(III). Speciesvorming in 
artificieel zweet na incubatie met Cr(III) begon na minder dan 2 uur. Na 8 uur van incubatie 
waren de chroomspecies nagenoeg volledig gevormd en was nog slechts een kleine fractie van 
ongebonden Cr(III) aanwezig in het zweet. Bij overschrijding van een incubatieperiode van 16 
uur (tot 72 uur), werden bijna geen verschillen in speciesvorming meer waargenomen.  
 
Cr(III) en Cr(VI) zijn beide in staat om allergische contactdermatitis uit te lokken, maar een veel 
hogere concentratie Cr(III) is hiervoor vereist in vergelijking met Cr(VI). Leder kan 
hoeveelheden Cr(III) en Cr(VI) bevatten die hoog genoeg zijn om dermatitis uit te lokken bij een 
chroomgevoelige patiënt. Het in het leder aanwezige chroom kan uit het leder geloogd worden 
door zweet. Hetzelfde procédé als voor de chroomstandaarden werd toegepast op de 
lederstalen. Hieruit bleek dat niet alleen zweet maar ook het leder zelf bijdraagt tot de vorming 
van verschillende chroomspecies vermits niet alle waargenomen species konden verklaard 
worden door complexatie van chroom met zweetcomponenten. De pieken, afkomstig van de 
negatief geladen chroomspecies, die werden waargenomen bij aanleggen van een 
potentiaalverschil van -20 kV over het capillair, waren hier duidelijk meer vertegenwoordigd dan 
Samenvatting en besluit 
213 
in het geval van incubatie van zweet met chroomstandaarden waar uitsluitend de aanwezigheid 
van (di)chromaat werd vastgesteld (bij incubatie van zweet met Cr(VI)).  
 
Chroomspeciatie na in vitro permeatie van chroom door huid 
 
Chroom en door chroom veroorzaakte chronische contactdermatitis, houden een aanzienlijk 
gezondheidsprobleem in. Groepen van mensen die beroepsmatig in contact komen met 
chroom, zoals cementwerkers, metaalarbeiders, mensen uit de chroomplating-industrie, 
leerlooiers en werklieden uit de keramische industrie, lopen risico om chroomallergie te 
ontwikkelen. Vermits het onbekend is welke species deelnemen aan het mechanisme van 
chroomallergie, is het belangrijk om zoveel mogelijk inzicht te verwerven in enerzijds het 
mechanisme van chroomtransport doorheen de huid en anderzijds in het verband tussen 
chroomallergie en chroomspecies. Cr(VI) is in staat om doorheen de huid of de celwand te 
diffunderen, Cr(III) weinig. Vermits Cr(VI) een sterk oxidans is, wordt het, eenmaal in het 
biologische systeem en in contact met organisch materiaal of bepaalde enzymen, gereduceerd 
tot Cr(III). De toxicologische effecten worden enerzijds veroorzaakt door rechtstreekse gevolgen 
van het sterk oxiderend karakter van Cr(VI), en anderzijds op een minder directe manier door 
het ontstane Cr(III), dat de mogelijkheid heeft te reageren met proteïnen en nucleïnezuren in de 
cel en verschillende metallo-enzymsystemen kan inhiberen.  
 
Vermits het scheidingsprincipe van CE berust op een verschil in lading en moleculaire massa 
tussen de te scheiden componenten, is het de scheidingsmethode bij uitstek om chroom-
verbindingen te speciëren.  
 
Alleen tri- en hexavalente chroomcomponenten worden beschouwd als potentiële haptenen 
vermits alle andere chroomzouten onstabiel zijn. De mogelijkheid om allergische 
contactdermatitis uit te lokken hangt grotendeels af van de biobeschikbaarheiod van de 
chroomzouten. In vitro technieken worden wereldwijd toegepast om de percutane absorptie van 
potentieel toxische chemicaliën in te schatten. De penetratie van chroom werd reeds vroeger 
bestudeerd bij zowel dierlijke als menselijke huid. De doelstelling van dit deel van het 
onderzoek was tweeledig: enerzijds werden de mogelijkheden van CE-ICP-SF-MS als 
speciatietechniek met een laag monsterverbruik in deze context nagegaan en anderzijds 
werden de resultaten van eerdere in vitro chroompermeatiestudies geëvalueerd met deze 
alternatieve techniek. Hiervoor werden in vitro permeatie-experimenten met varkenshuid en 
menselijke huid uitgevoerd, waarbij gebruik werd gemaakt van een Franz statische diffusiecel. 
Hierbij werd nagegaan (i) welke chroomcomponenten doorheen de huid kunnen dringen en in 
welke mate, (ii) welke invloed de chroomconcentratie in de donoroplossing heeft op de chroom-
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permeatie en (iii) welk effect de blootstellingstijd heeft op de chroompermeatie. CE-ICP-SF-MS 
werd ingezet om chroomspecies in de receptorvloeistof van elkaar te scheiden en te 
kwantificeren en heeft als voordeel dat slechts microliters vereist zijn voor meerdere runs. 
Hiervoor werd de methode voor de detectie van geladen chroomspecies aangewend waarbij 
gebruik wordt gemaakt van 50 mmol⋅L-1 fosfaatbuffer met pH van 2,5 en een aangelegd 
potentiaalverschil van +/-20 kV. Twee elektroforetische runs dienen te worden uitgevoerd, maar 
er is geen monstervoorbereiding vereist, hetgeen het risico op speciestransformatie drastisch 
doet verminderen. Het aantal chroomspecies dat in de experimenten wordt geobserveerd is 
laag, desalniettemin is een scheidingstechniek (b.v. CE) vereist om het al of niet optreden van 
speciestransformatie na te gaan. PN-ICP-SF-MS werd aangewend om de hoeveelheid totaal 
chroom geabsorbeerd door de huid te kwantificeren, na microgolfgeassisteerde zure digestie 
van de huid.  
 
De resultaten bekomen met CE-ICP-SF-MS waren in goede overeenstemming met deze uit 
vroeger gepubliceerd onderzoek, hetgeen wijst op de mogelijkheid om deze techniek toe te 
passen in biomedisch onderzoek. Uit de in vitro permeatie-experimenten kon een goede 
overeenkomst tussen de resultaten bekomen met varkenshuid en menselijke huid worden 
vastgesteld. Dit bevestigde nogmaals de geschiktheid van varkenshuid als model voor 
menselijke huid. Het gegeven dat Cr(VI) schijnbaar meer wordt geabsorbeerd door en 
vastgehouden in de huid dan Cr(III) lijkt in tegenspraak met de sterkere affiniteit van Cr(III) voor 
proteïnen, maar kan verklaard worden doordat Cr(III) in grotere mate wordt tegengehouden 
door de huidbarrière. Deze resultaten waren in goede overeenstemming met vroeger 
uitgevoerde in vitro permeatie-studies waarbij andere kwantificatietechnieken werden aan-
gewend.  
 
Een vergelijking werd gemaakt tussen water en artificieel zweet als vehiculum voor de K2Cr2O7-
donoroplossingen. Hogere chromaatconcentraties waren nodig om dezelfde mate van 
permeatie doorheen de huid te bekomen in het geval van artificieel zweet als vehiculum. Dit kon 
verklaard worden door de mogelijkheid van zweet om een fractie van Cr(VI) te reduceren tot 
Cr(III). Immers, Cr(III) en waarschijnlijk ook de door daaropvolgende complexering gevormde 
Cr(III)-species passeren de huid minder gemakkelijk dan Cr(VI). 
 
Algemeen besluit 
 
Als algemeen besluit kan gesteld worden dat deze studie heeft aangetoond dat gebruik van 
capillaire elektroforese on-line gekoppeld aan ICP-MS kan ingezet worden voor biologische en 
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biomedische toepassingen. Bij CE-ICP-MS worden de troeven van CE zoals een laag monster- 
en bufferverbruik, weinig tot geen monstervoorbereiding en eenvoud gecombineerd met enkele 
belangrijke voordelen van ICP-MS zoals lage detectielimieten, gemakkelijke koppeling met 
scheidingstechnieken en eenvoudige eliminatie van spectrale interferenties (b.v. bij gebruik van 
ICP-SF-MS), hetgeen resulteert in een speciatietechniek die succesvol kan worden ingezet in 
multidisciplinair onderzoek. Als grootste nadelen van de CE-ICP-SF-MS set-up kunnen vermeld 
worden: (i) de beperkte levensduur en de hoge kostprijs van de gemodificeerde 
microconcentrische verstuiver van de CEI-100 interface en (ii) de nadelige invloed op de 
herhaalbaarheid van de piekoppervlakten en op de reproduceerbaarheid van de migratietijden. 
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In this dissertation, two studies focusing on elemental speciation by means of capillary 
electrophoresis (CE) hyphenated to inductively coupled plasma - sector field - mass 
spectrometry (ICP-SF-MS) are described.  
 
A first part of the experimental work consisted of method development for the stoichiometric 
determination of Zn bound to the Aeromonas hydrophila CphA Zn beta-lactamase enzyme 
using CE-ICP-SF-MS.  
 
A second part of the research was aimed at an evaluation of the capabilities of CE-ICP-MS for 
chromium speciation. Using CE-ICP-SF-MS, chromium species were detected in simulated 
sweat after incubation with, on one hand, Cr(III)- and Cr(VI)-standard solutions and, on the 
other hand, with leather. Subsequently, also the in vitro permeation of chromium through 
porcine and human skin was investigated using this set-up. 
 
Part 1: Stoichiometric determination of Zn bound to Aeromonas 
hydrophila Zn beta-lactamase 
 
The biological activity and conformation of some proteins is determined by the presence of 
metals. Metal ions can play an important role, especially for enzymes controlling redox 
reactions. The stoichiometric ratio, metal / protein, is seldom known (with sufficient accuracy). 
This information may however contribute to a deeper insight into the role of the metal ion(s) in 
the operating mechanism of the enzyme. So far, dialysis has been used most frequently as 
technique to separate the metalloprotein from the free, unbound metal ions. In the case of 
dialysis, it is necessary to determine the stoichiometric ratio metal / protein by a combination of 
(i) off-line determination of the protein-bound metal using an element-specific detection 
technique (e.g., ICP-MS) and (ii) off-line determination of the amount of protein using UV-
detection. These steps are responsible for the low sample throughput of this approach. In 
dialysis, a semi-permeable membrane with known pore diameter is used, so that only the free 
metal ions can diffuse through the membrane. This approach brings about the risk of losing a 
fraction of the protein-bound metal since the multiple buffer changes can lead to a shift in the 
equilibrium, depending on the binding constant. Moreover, a small amount of free metal ions 
remains in the protein solution. In this research project, the utility of capillary electrophoresis 
(CE) hyphenated to ICP-MS was investigated for this kind of applications.  
 
An example of such metalloproteins is the group of the metallo beta-lactamases. Metallo beta-
lactamases are commonly present in pathogenic bacteria and interfere with the therapeutical 
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action of an antibiotics treatment. The metallo beta-lactamases are an important investigation 
subject. They have a considerable clinical importance because of their ability to hydrolyse 
nearly all ‘third generation’ penicillines, also called the carbapenem antibiotics. The 
carbapenems are the antibiotics which are massively used because they are hydrolysed much 
slower or not at all by the large group of serine beta-lactamases. The Aeromonas hydrophila 
CphA Zn beta-lactamase contains Zn2+ and protects the bacteria against certain types of 
antibiotics (the so-called penicillin-like antibiotics or beta-lactam antibiotics) by hydrolysis of the 
beta-lactam amide bond. In this way, it becomes impossible for the antibiotics to bind with their 
target proteins, namely the enzymes which interfere with the biosynthesis of bacterial cell walls. 
In this context, it is important to get exact information on the mechanism through which these 
metallo beta-lactamases operate, including the role of Zn in the mechanism, especially as there 
is still a lack of clinically usable inhibitors for this group of metallo beta-lactamases. 
 
In this work, the A. hydrophila CphA Zn beta-lactamase was used as proof of concept for 
development of a method which permits the separation of the metalloprotein from the free metal 
ions in a fast and efficient way, while offering the possibility of on-line determination of the 
amount of protein-bound Zn per protein molecule. Information thus obtained can form a basis 
for a well-considered development of pharmaceutical molecules preventing the beta-lactamases 
from hampering the patient’s treatment. The use of CE leads to a significant reduction of the 
necessary amount of sample preparation compared to dialysis as a separation technique. 
 
Because of the small amount of metal (only one or a few metal ions per protein molecule) and 
the small amount of protein sometimes available, an extremely sensitive detection method is 
required. With limits of detection in the ng·L-1-range, ICP-MS fulfils this requirement. Recently, a 
CE-ICP-MS interface became commercially available. This CEI-100 interface (CETAC 
Technologies) provides 100 % introduction efficiency, while the high resolution of the CE 
separation is not affected by suction effects of the nebulizer. A profound evaluation of this 
commercial CE-ICP-MS interface, in which stability, robustness, repeatability and the effect of 
carrier gas flow rate on the migration time of the separated compounds were evaluated, was 
performed. To determine the stoichiometric ratio metal / protein, it is necessary to know the 
amount of protein (number of protein molecules) which exits the CE capillary in the 
corresponding electrophoretic peak. Simultaneous protein determination with ICP-MS was 
accomplished through S-monitoring. If the amino acid sequence of the protein is known, the S-
content can be used as a measure for the number of protein molecules. This is possible 
because only two S-containing amino acids - cysteine and methionine - occur in the protein 
molecule and their number is exactly known. Because of the spectral interferences (spectral 
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overlap of the 16O2
+- and 32S+-signals and of the 32S2
+-, 32S16O2
+- and 64Zn+-signals), an ICP-SF-
mass spectrometer, operated at a higher mass resolution (R = 3000), was used. 
 
The biggest challenge was finding an appropriate CE buffer system for the separation of the 
metalloprotein from the unbound Zn, enabling the use of bare fused silica capillaries instead of 
coated capillaries. Bare fused silica capillaries offer several advantages such as simplicity, low 
cost and longer life-time. However, their use is not self-evident, since proteins tend to adsorb to 
the wall of the fused silica capillary in a wide pH-range due to the presence of both positive and 
negative charges. This often results in strongly deformed peaks or, in some cases, in total 
retention of the protein. It was clear that the buffer system had to be selected in such way that 
(i) the A. hydrophila Zn beta-lactamase did not adsorb to the inner surface of the capillary wall 
and (ii) the protein-bound Zn was not removed from the protein. Also, a short analysis time was 
required to minimize the risk of affecting the equilibrium between the protein-bound and 
unbound Zn during separation. External calibration was used to quantify the electrophoretic 
peaks. Albumin was used as a S-standard and ZnCl2 as a Zn-standard. To prevent precipitation 
of the protein in the capillary during the electrophoretic separation, the pH of the buffer system 
had to be adjusted such that the pH was as far as possible from the isoelectrical point 
(theoretical pI value of A. hydrophila Zn beta-lactamase: 7.25) of the protein. Since the A. 
hydrophila Zn beta-lactamase is only stable in a pH-range of 6.5 - 8.5, it was recommended to 
choose the pH of the buffer system as close as possible to the boundaries of the pH-stability 
range of the protein. The buffer systems investigated were limited to those which did not contain 
S. 
 
First, Tris (pKa = 8.30) and sodium borate (boric acid: pKa = 9.24) were selected as potential CE 
buffers (pH = 8.3). Since both buffers show a low electrophoretic mobility, the ionic strength of 
these buffers could be increased without drastically increasing the electrical current inside the 
capillary. When a low concentration (50 mmol·L-1) of either the sodium borate or Tris buffer was 
applied, complete retention of the Zn beta-lactamase in the capillary occurred due to the 
presence of ionic interactions between the silica surface and the metalloprotein. An increasing 
ionic strength of the buffer reduces these ionic interactions, such that complete retention of the 
Zn beta-lactamase compound did no longer occur, however, strongly deformed peak shapes 
were still observed, even with a concentration as high as 500 mmol·L-1 sodium borate or Tris 
buffer. The use of buffer additives, which reduce the ionic interactions between the negatively 
charged silica surface of the capillary and the protein, was thus recommended. According to 
literature, the sodium salt of inositol-hexaphosphoric acid, commonly known as the sodium salt 
of phytic acid or sodium phytate, is a useful additive for the CE separation of peptides and 
proteins. Phytic acid contains six phosphate groups with pKa-values between 1.9 and 9.5, 
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resulting in a polyanionic character over a wide pH-range. The addition of small amounts of 
sodium phytate to the separation buffer gave rise to an enhanced efficiency, caused by an ion 
pairing mechanism between this polyanion and the positive charges of the protein, resulting in a 
significant reduction of protein adsorption onto the capillary wall. A combination of a monoprotic 
buffer (sodium borate or Tris) and sodium phytate was selected since this results in the highest 
efficiency. The addition of 50 mmol·L-1 of sodium phytate to the sodium borate or Tris buffer 
resulted in a nearly undeformed peak shape, while in absence of sodium phytate in the 
separation buffer, strongly deformed peak shapes occurred. The absolute concentrations of the 
main compound (sodium borate or Tris) on the one hand and of sodium phytate on the other 
hand, appeared to have a great influence on the peak shape and on the electrical current 
developed in the CE capillary. Optimization of the ratio sodium borate/sodium phytate and 
Tris/sodium phytate gave rise to sharp protein peak shapes. However, a long analysis time 
(more than 20 min) was required due to the negative charge of the protein. To minimize the 
analysis time, it was decided to remove sodium phytate from the buffer system and to lower the 
pH of the buffer. Because of the limited stability range of the protein, the pH was reduced to a 
value of 6.75. On the basis of their pKa-value, bis-Tris propane (pKa1 = 6.8 and pKa2 = 9.0) and 
bis-Tris (pKa = 6.5) were selected as potential separation buffers. When using a separation 
buffer of 25 mmol·L-1 bis-Tris propane (pH = 6.75), the applied voltage had to be reduced to +20 
kV, since the electrical current inside the CE capillary was exceeding 60 µA. In this case, the 
migration time of the A. hydrophila Zn beta-lactamase in the CE-ICP-MS electropherogram was 
still approximately 20 min. When using a separation buffer of 25 mmol·L-1 bis-Tris (pH = 6.75), a 
voltage of +30 kV could be applied, resulting in an electrical current inside the capillary lower 
than 20 µA. Although the migration time of the protein was less than 10 min, the use of this 
buffer system resulted in a deformed protein peak due to adsorption of the protein onto the 
silica surface. To avoid protein adsorption, the ionic strength of the bis-Tris buffer system was 
increased. Finally, a bis-Tris buffer system (75 mmol·L-1, pH = 6.75) was selected which 
permitted the separation of the metalloprotein from the free metal within approximately 10 
minutes without the use of additives in the electrolyte. 
 
Separation parameters, such as capillary preconditioning and introduction volume, as well as 
the instrument settings of the detector (ICP-MS) were optimized carefully. First, a stoichiometric 
ratio Zn / protein of 1 / 1 was obtained since only one Zn binding site was occupied under the 
conditions used. Next, the protein was incubated with an excess of Zn in order to test the 
method. In this way, the two Zn binding sites were occupied and an excess of free Zn remained 
in the protein solution. Application of the method resulted in a stoichiometric ratio Zn / protein of 
2 / 1 and a good separation between the protein-bound Zn and the unbound Zn. Although 
determination of the stoichiometric ratio Zn / protein, does not require 100 % recovery of the 
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protein, recovery tests showed that loss of protein in the capillary did not occur. The CE-ICP-MS 
method developed here, can be extended to other metalloproteins of which the primary 
structure (and thus the S-content) is known. 
 
Part 2: Determination of total chromium and chromium speciation by 
(CE-)ICP-SF-MS 
 
Chromium speciation in simulated sweat 
 
This part of the research focused on chromium allergy, which is mainly caused by contact of the 
skin with leather. The presence of chromium in chromium-tanned leather represents a 
considerable health problem, since it can lead to chronic allergic contact dermatitis. Since the 
other chromium salts are not stable, only tri- and hexavalent chromium compounds are 
considered to be potential haptens provoking allergy.  
 
Leather tanning is the process in which the animal hides are converted into leather. These 
animal hides have the capacity to absorb substances, which (i) prevent the leather from 
deteriorating, (ii) make it resistant to humidity and (iii) make it flexible and durable. Chromium-
tanned leather is more flexible and durable than vegetable tanned leather. Moreover, chromium-
tanned leather has a higher thermal stability, is very stable in water and the production is less 
time-consuming. Until now, chromium tanning is considered to be the main cause of leather 
allergy. Nevertheless, only Cr(III) as chromium sulphate, is used in leather tanning, Cr(VI) can 
also be present in the leather as a result of oxidation of Cr(III) during the tanning process. 
Although contact allergy to Cr(III) has already been proved, Cr(VI) is considered to be the main 
hapten and is a well-known contact allergen, which is capable of elicit dermatitis at very low 
concentrations.  
 
First, the presence of chromium in leather was investigated. Since some patients suffering from 
chromium allergy still react positively to so-called chromium-free leathers, the question arose 
whether there are still chromium salts present in these leathers or whether such a skin reaction 
is caused by other allergens. Different leather samples were investigated after microwave-
assisted acid digestion. The total chromium concentration was determined using PN-ICP-SF-
MS. It was necessary to work at higher mass resolution (R = 3000) due to the spectral overlap 
of the Cr+- and ArC+-signals. From the results obtained, it was clear that a difference could be 
made between chromium-tanned leathers, which contain approximately 2 to 3 % chromium, and 
the chromium-free tanned leathers, which can contain less than 0.001 % chromium. 
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Nevertheless, it was observed that some chromium-free tanned leathers could still contain a 
significant amount of chromium, probably due to the dye which was used for colouring the 
leather.  
 
The bio-availability of the chromium present in the leather plays an important role in the process 
of eliciting a chromium allergic reaction. In order to investigate whether a subject suffers from 
chromium allergy, extracts of leathers are prepared of which one drop is used in so-called patch 
tests. These extracts are prepared using ethanol since this vehiculum does not irritate the skin 
for most of the patients. From the literature, it is known that often patients who suffer from 
sweaty feet, suffer from shoe dermatitis. The question arose whether or not sweat takes part in 
the elicitation of an allergic reaction. Sweat can possibly facilitate the transport of chromium 
from the leather to the skin. To investigate the contribution of sweat in the process of eliciting 
chromium allergy, chromium was extracted from the leather using simulated sweat. A 
comparison was made between the efficiencies with which ethanol and simulated sweat extract 
chromium from leather. It was observed that sweat shows a larger capacity to extract chromium 
from leather than ethanol. Thus, it may be concluded that there probably is a considerable 
contribution of sweat to the elicitation of chromium allergy. 
 
Next, simulated sweat (5 g·L-1 NaCl, 1 g·L-1 urea, 1 g·L-1 lactic acid, 1 g·L-1 methionine, 1 g·L-1 
alanine, 1 g·L-1 serine, 1 g·L-1 glycine, 1 g·L-1 threonine; pH = 5.5) was incubated with chromium 
in order to investigate chromium species transformation during the incubation period. In order to 
detect the chromium species, CE-ICP-SF-MS was used. Simultaneous detection of Cr3+ and 
chromate is possible when applying a pre-run derivatisation of Cr3+ with an aminopolycarboxylic 
acid such as EDTA or DTPA. In this way, Cr3+ is transformed into a negatively charged complex. 
If subsequently, a cationic surfactant is added to the separation buffer (pH = 7.0) in order to 
reverse the EOF, CE anion separation allows the simultaneous detection of the chromium 
species. However, it was observed that applying a pre-run derivatisation on (di)chromate 
resulted in species transformation: a fraction of Cr(VI) was reduced into Cr(III), followed by 
complexation with the aminopolycarboxylic acid. Since in this way, Cr(III) and Cr(VI) cannot be 
determined neither qualitatively, nor quantitatively, this approach could not be used. 
 
In order to eliminate the need for a pre-run derivatisation of Cr3+ and to make sure that no 
interactions between the silica surface of the capillary and the chromium species occurred, the 
EOF was completely eliminated. This was accomplished by working with a CE separation buffer 
at a pH of 2.5 (50 mmol·L-1 phosphate). Under these conditions, the silanol groups of the fused 
silica capillary are fully protonated and thus not charged, therefore ionic interactions are 
avoided. Since the EOF was completely eliminated, it was however impossible to detect neutral 
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species. Two different electrophoretic runs were necessary to detect both positively charged 
and negatively charged species. However, the advantages of this method are: (i) the drastic 
reduction of sample preparation, such that the risk of analyte loss and/or species conversion 
becomes smaller, (ii) the fact that neither buffer additives (iii) nor coated capillaries are required. 
Since Cr(VI) is unstable in acidic environment and can be reduced into Cr(III), it was 
investigated whether species conversion occurred during the electrophoretic process as a result 
of the CE separation buffer pH value of 2.5. But no species conversion could be observed 
during the electrophoretic process. 
 
Simulated sweat was incubated with Cr(III)- and Cr(VI)-standard solutions for 22 hours at a 
constant temperature of 37°C and with constant shaking (140 rpm). Subsequently, the sweat 
was investigated for the presence of chromium species using CE-ICP-SF-MS. After incubation 
of simulated sweat with Cr(III) it was observed that other chromium species were formed during 
the incubation. In order to investigate from which sweat compounds these chromium species 
originated, an elimination experiment was performed, in which seven different solutions were 
prepared, each containing all of the sweat compounds but one. In the same way as for the 
sweat solution, these solutions were incubated with Cr(III) and were subjected to CE-ICP-SF-
MS analysis afterwards. When a negative polarity (-20 kV) was applied onto the capillary, no 
peaks were observed, which indicated that no negatively charged species were formed during 
the incubation and thus no oxidation of Cr(III) into Cr(VI) had occurred. When a positive polarity 
(+20 kV) was applied onto the capillary, it was observed that for the solution from which lactic 
acid was eliminated, significantly more unbound Cr(III) remained in the solution after the 
incubation. This gave rise to the hypothesis that lactic acid was probably the most important 
sweat compound responsible for the complexation of Cr3+. Since, in the electropherogram for 
the solution from which lactic acid was eliminated, two other peaks were observed next to the 
peak of unbound Cr(III), it was clear that lactic acid was probably not the only compound 
responsible for the complexation of Cr3+. In the case of incubation of simulated sweat with 
Cr(VI), it was also observed that other chromium species were formed during the incubation. In 
the same way as for the incubation of sweat with Cr(III) an elimination experiment was 
performed. When applying a negative polarity (-20 kV), only one peak was observed, originating 
from (di)chromate. When a positive polarity (+20 kV) was applied it was clear that when lactic 
acid was not present in the solution a considerable reduction of the intensity of the 
electrophoretic peaks was observed. As with incubation with Cr(III), a peak originating from 
unbound Cr(III) was observed next to two other peaks. It was also observed that in case of the 
solution from which methionine was eliminated, no peaks were observed when applying +20 kV 
onto the capillary. This indicated that methionine fulfils a key role in the reduction of Cr(VI) into 
Cr(III). It was concluded from this experiment that (i) methionine is the main compound 
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responsible for the reduction of Cr(VI) into Cr(III) and (ii) lactic acid is the main compound 
responsible for the complexation of Cr(III). Additional experiments were performed in order to 
confirm the role of lactic acid and methionine.  
 
Since leather products (such as leather gloves or shoes) are often worn for longer periods of 
time, the effect of the incubation time period on species formation in simulated sweat was 
investigated. Since the same species were observed in case of incubation of simulated sweat 
with both Cr(III) and Cr(VI) the experiment was only performed with Cr(III). From this, it was 
clear that species transformation in simulated sweat started within less than 2 hours. The 
chromium species were almost completely formed after 8 hours of incubation and when an 
initial incubation time period of 16 hours (up to 72 hours) was exceeded, little further difference 
in the occurrence of chromium species was observed.  
 
Cr(III) and Cr(VI) are both able to elicit allergic contact dermatitis, but much higher 
concentrations of Cr(III) are required compared to Cr(VI). Since leather can contain amounts of 
Cr(III) and Cr(VI) that are high enough to elicit dermatitis in a chromium sensitive individual and 
since chromium can be leached out of the leather by sweat, the same procedure as for the 
chromium standards was applied onto the leather samples. From the results thus obtained, it 
was clear that not only sweat, but also compounds from the leather itself can contribute to the 
formation of different chromium species since not all of the observed species could be attributed 
to complexation of chromium with sweat compounds. The peaks, originating from negatively 
charged chromium species, which were observed by applying a negative polarity onto the 
capillary, were considerably more represented than in case of incubation of sweat with 
chromium standards. In the latter case, only the presence of (di)chromate was observed (when 
incubating sweat with Cr(VI)).  
 
Chromium speciation after in vitro permeation of chromium through skin 
 
Chromium, and the chronic allergic contact dermatitis that it can lead to, form a considerable 
health problem. Occupational groups such as cement workers, chromium platers and metal 
workers, workers dealing with leather tanning and employees in the ceramics industry, are 
therefore at risk of developing chromium allergy. Since it is unknown which species contribute to 
the elicitation of chromium allergy, it is important to gain more insight into the mechanism of 
chromium transport through the skin and into the relationship between chromium allergy and 
chromium species. Cr(VI) is able to diffuse through the skin or the cell wall, Cr(III) to a smaller 
extent. Since Cr(VI) is a strong oxidizer it is reduced into Cr(III) once it appears in the biological 
system and when it comes into contact with organic material or certain enzymes. The 
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toxicological effects are caused by the direct consequences of the strong oxidizing character of 
Cr(VI) and in a less direct way, by the Cr(III) formed (which is capable of reacting with proteins 
and nucleic acids in the cell and hence, of inhibiting different metallo-enzyme systems).  
 
Since the separation principle of CE is based on differences in charge and molecular mass of 
the compounds to separate, it is the separation method of choice to speciate chromium salts. 
  
Only tri- and hexavalent chromium compounds can be considered as potential haptens since all 
other chromium salts are unstable. The ability to elicit allergic contact dermatitis depends mostly 
on the bio-availability of the chromium salts. In vitro techniques are used worldwide in order to 
estimate the percutaneous absorption of potentially toxic chemicals. The penetration of 
chromium has been studied previously for animal as well as human skin. The goals of this work 
were twofold: (i) to explore the capabilities of CE-ICP-SF-MS as low sample consumption 
speciation technique in this context and (ii) to evaluate the results of previous in vitro chromium 
permeation studies carried out with alternative approaches. To do so, in vitro permeation 
experiments with porcine and human skin were performed using a Franz static diffusion cell. It 
was investigated (i) which chromium compounds/species are capable of permeating through the 
skin and to what extent, (ii) what influence the chromium concentration in the donor solution 
exerts on the chromium permeation and (iii) what effect the exposure time has on the chromium 
permeation. CE-ICP-SF-MS was used in order to separate and quantify chromium species in 
the receptor fluid and has the advantage that microliter amounts of sample already suffice for 
different runs. A method for the detection of charged chromium species using a 50 mmol⋅L-1 
phosphate buffer with a pH of 2.5 and applying a voltage of +/-20 kV was used for this purpose. 
Two electrophoretic runs have to be performed, but no sample preparation is required, which 
minimizes the risk of species conversion. The number of chromium species observed in the 
experiments is low; nevertheless, a separation technique (e.g., CE) is necessary in order to 
detect possible species conversion. PN-ICP-SF-MS after microwave-assisted acid digestion of 
the tissue was used to quantify the amount of total chromium absorbed by the skin. Aqueous 
chromium-containing donor solutions and chromium-containing simulated sweat donor solutions 
were compared for their effect on the permeation of chromium through skin. 
 
The results obtained with CE-ICP-SF-MS were in good agreement with data previously 
published, which indicates the possibility of applying this technique in biomedical research. 
From the in vitro permeation experiments, it was clear that a good agreement existed between 
the results obtained with porcine skin and human skin. This once again confirmed the suitability 
of porcine skin as model for human skin. The fact that Cr(VI) is apparently more absorbed by 
the skin than Cr(III) could not be explained by the higher binding affinity of Cr(III) for proteins, 
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but was explained in the literature by a more pronounced rejection of Cr(III) by the skin barrier. 
These results were in good agreement with previously performed in vitro permeation studies, in 
which other quantification techniques were used.  
 
A comparison between water and simulated sweat as vehiculum for the K2Cr2O7 donor solutions 
was made. Higher concentrations of chromate were needed in order to obtain the same extent 
of permeation through the skin in case of simulated sweat as vehiculum. This could be 
explained by the capability of sweat to reduce a fraction of Cr(VI) into Cr(III), since Cr(III) - and 
most probably also the Cr(III)-species formed by subsequent complexation - pass the skin less 
easily than Cr(VI). 
 
General conclusion 
 
As a final and general conclusion, it can be stated that this study showed that capillary 
electrophoresis hyphenated on-line to ICP-MS can be used in biological and biomedical 
applications. In CE-ICP-MS, the advantages of CE, such as low sample and buffer 
consumption, low sample preparation requirements and simplicity, are combined with some 
important advantages of ICP-MS such as low detection limits, easy hyphenation with separation 
techniques and straightforward elimination of spectral interferences (at least when using ICP-
SF-MS). This results in a speciation technique, useful in multi-disciplinary work. The most 
important disadvantages of the CE-ICP-SF-MS set-up are: (i) limited life-time and high cost of 
the modified micro-concentric nebulizer of the CEI-100 interface and (ii) the adverse effect on 
peak area repeatability and migration time reproducibility. 
  
 
 
 
